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1.1 鉄-マンガン酸化物沈殿について 
1.1.1 マンガンクラスト、マンガンノジュールとそれらの分布 
 地球表面の約７割は海洋に覆われている。この海洋の海底面すなわち水圏と岩石圏の間には、鉄とマンガ
ンの酸化物からなる沈着物が見られる。この鉄-マンガン酸化物を被覆した岩石はマンガンクラストもしくは
マンガンノジュール (もしくはマンガン団塊)と呼ばれる。マンガンクラストは1872年から1876年にかけ
て行われたチャレンジャー号航海において初めて採取された。またこの報告でマンガンクラス (Manganese 
crust)という用語が用いられた (Brady, 1884)。鉄-マンガンクラスト、コバルトリッチクラストと言った用
語も用いられているが、本博士論文ではマンガンクラスト、マンガンノジュールという名称を用いる。 
 マンガンクラストの大きさ、形は基盤となる岩石の形に依存している (Figure 1-1, 1-2)。マンガンクラス
トを岩石カッターで切断し、その横断面を観察すると堆積物、砕屑物が巻き込まれている様子や成長構造が
観察できる (Figure 1-3)。マンガンクラスト、マンガンノジュールは見た目が黒い酸化物の塊という点で似
ているが、起源（成長プロセス）、鉱物形態、金属含有量などが異なる (Usui et al., 1993; Hein et al., 2008)
（Table 1-1）。またマンガンクラストという場合は海底の露岩域を被覆する平板状のもの、マンガンノジュ
ールという場合は球状もしくは塊状の形態を持つものを指すことが多い。 
 マンガンクラスト、マンガンノジュールは東太平洋、大西洋など海洋に普遍的に分布している (Usui and 
Someya, 1997; Hein et al., 2000; Rona, 2003)。マンガンクラストは水深400 m ~4,000 mまで広く分布して
いるが、多くは1,000 m ~3,000 mに見られる。中でも特に堆積物の少ない、地形的な高まり、露岩域によ
く見られる。マンガンクラストの露頭を観察すると、マンガンクラストがそのままむき出しになっているか、
堆積物が薄く積もっている光景がよく見られる (Figure 1-4, 1-5)。一方、マンガンノジュールは1,000 ~6,000 
mの海盆に分布する。マンガンノジュールも同様に堆積物の少ないところに見られることが多い。 
 
1.1.2 マンガンクラスト、マンガンノジュールの鉱物的特徴 
 マンガンクラストおよびマンガンノジュールの成長プロセスには、海水起源 (Hydrogenetic)、続成起源 
(Diagenetic)、熱水起源 (Hydrothermal)の３つがある。(i)海水起源とはFe-Mnのコロイドが海水から直接
沈殿する過程、(ii)続成起源とは堆積物からのマンガンの溶解、再沈殿による過程、(iii)熱水起源とは熱水活
動に伴いマンガン酸化物、鉄水酸化物が沈殿する過程と表される (Halbach, 1986; Hein et al., 2008)。また
これら３つのプロセスでは形成される鉱物が異なっている。海水起源ではVernadite、続成起源ではBuserite、
熱水起源ではTodorokite、Buseriteという鉱物が主要な鉱物である。 
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 マンガンクラストは海水起源のプロセスで成長するため、鉱物はVernaditeが主成分である。一方マンガ
ンノジュールは海水起源と続成起源の両方のプロセスで成長するため、鉱物はVernaditeとBuseriteの両
方で構成される。VernaditeとBuseriteの比率はサンプルによって変動する。 
 
1.1.3 マンガンクラスト、マンガンノジュールの化学組成について 
 マンガンクラスト、マンガンノジュールの化学組成は地域ごとあるいは水深ごとに金属元素の化学組成が
ある程度の変動幅を持つことが知られている (Margolis, 1976; Usui and Someya, 1997; Hein et al., 2000; 
Wang and Müller, 2009)。概要を示すと、マンガンクラストではFeとMnがそれぞれ10 ~ 20 %程度含ま
れ、Mn/Fe比は0.4 ~ 1.2程度で、通常0.7 ± 0.2である。一方、マンガンノジュールではFeが5 ~ 25 %程
度、Mnが20 ~ 30 %程度含まれ、Mn/Fe比は1 ~ 10程度である。 
 マンガンクラスト、マンガンノジュール中の微量成分として多くの金属元素が含まれる (Usui and 
Someya, 1997; Hein et al., 2000)。特に産業的に有用な金属としてCu, Ni, Ti, Pt, Co、希土類元素が含まれ
る。またマンガンクラストに多い金属元素またその逆にマンガンノジュールに多い金属元素があるが（例え
ばCoはマンガンクラストに多く、Alはマンガンノジュールに多い）、前述したように、マンガンクラスト、
マンガンノジュールの化学組成には地域差の影響もあるため、この傾向が有意なものであるかは検討を要す
る。 
 またマンガンクラストの微量金属元素はMn量と相関を示すもの（例えばCo, Ni, Zn, Cu）およびFe量
と相関を示すもの（例えばCu, Ti, Pb）がある (Koschinsky and Halbach, 1995; Wang et al., 2009a)。これ
はマンガンクラストの成長の際に、MnやFeの酸化物コロイドに異なる金属イオンが吸着することを反映
していると考えられている (Koschinsky and Halbach, 1995)。異なる金属イオンを吸着するメカニズムとし
て、Mn酸化物コロイドとFe酸化物コロイドはそれぞれの電荷が異なるためであると考えられている
(Koschinsky and Halbach, 1995)。 
 
1.1.4 マンガンクラストの年代測定について 
 マンガンクラストの断面を観察すると、層状の成長構造、また成分の違い等による縞状構造が観察できる。
このことからマンガンクラストは化学堆積岩とも呼ばれる。マンガンクラストは層状に成長するため、“堆
積物”とみなすことで地球古環境を保存していると考えられている。その古環境復元のためにはマンガンク
ラストの厚み方向に対して正確に年代を決定する必要がある。 
 年代決定法には様々な方法があるが特に信頼性が高いものとして、10Be/9Beを用いたもの (Usui et al., 
2007)、187Os/188Osを用いたもの (Klemm et al., 2005; Mogi et al., 2013)、古地磁気記録 (Oda et al., 2011)
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を利用する方法がある。それぞれの方法あるいはそれらを併用してマンガンクラストの年代を決定し、そこ
から成長速度を推定した結果、試料ごとに多少の差はあるが、100万年に1 – 10 mmという非常に遅い速度
で成長していることがわかっている。また一部の試料では、試料中の成長速度が年代ごとに異なるという例
がある (Usui et al., 2007)。マンガンクラストの成長が止まっている年代があるという説があり (Klemm et 
al., 2005; Mogi et al., 2013)、もしマンガンクラストの成長が止まるとしたら、どのようなイベント、地球環
境の変化がマンガンクラストの成長に影響を及ぼすのかが非常に興味深い。 
 
1.2 マンガンクラスト、ノジュールの微生物学 
1.2.1 マンガンクラスト成長プロセスと微生物との関係性 
 前項でも述べたようにマンガンクラストはFe酸化物コロイドとMn酸化物コロイドによってVernadite
が生成し、成長する (Koschinsky and Halbach, 1995)。しかし海水中あるいはマンガンクラスト表面のどち
らで酸化が起きているのか、といった具体的なプロセスはいまだ不明である。 
 我々は鉄酸化菌やマンガン酸化菌が環境中で鉄（あるいはマンガン）酸化物を作ることがあるという点に
着目し、マンガンクラスト形成に微生物、特に鉄（マンガン）酸化菌が寄与しているという仮説を研究当初
に立てた。しかしマンガンクラスト、マンガンノジュールの発見が1872年から1876年にかけて行われたチ
ャレンジャー号航海 (Brady, 1884) と100年以上前であるにも関わらず、微生物に関する研究は多くない。 
 
1.2.2 マンガンノジュールの電子顕微鏡観察 
 WangらはClarion-Clipper Zoneから採取したマンガンノジュールを電子顕微鏡により観察した。その結
果、マンガンノジュール上に繊維状あるいは球状の(微)生物の存在が明らかになった (Wang et al., 2009b; 
Wang et al., 2009c)。 
 またWangらは高分解能走査型電子顕微鏡や高分解能エネルギー分散型X線分析によりマンガンノジュー
ルを分析し、マンガンノジュール断面での元素マッピングを行なった。それらのデータから微生物がマンガ
ンノジュールの初期形成の際に核となって、形成に貢献すると提唱した(Figure 1-6, Wang and Müller, 
2009; Wang et al., 2011)。しかし、そのプロセスが実証されたわけではなく、また具体的にどのような微生
物が関与しているかも不明である。またマンガンクラストでも似たようなプロセスでマンガンクラストが形
成されるのかについてもわからない。 
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1.2.3 マンガンクラスト、ノジュールの16S rRNA遺伝子解析例 
 一般に微生物の性質（例えば生育温度、代謝、細胞を構成する分子）を解析するためには、その微生物の
純粋培養株を確立する必要がある。しかし土壌や海水等に存在する微生物のうち、培養可能な微生物は1 %
あるいはそれ以下と言われている (Ferguson et al., 1984; Amann et al., 1995)。 
 近年、16S rRNA遺伝子を使った培養に依存しない分子生物学的手法やメタゲノム解析により、熱水噴出
孔などの難培養性微生物が数多く存在する環境の微生物群集組成 (Kato et al., 2009; Kato et al., 2013)ある
いは培養に成功していないグループの性質の一部を推定することができるようになってきている (Takami 
et al., 2012)。 
 しかしマンガンクラストを、これら培養に依存しない分子生物学的手法で解析した例は少ない。Wangら
は16S rRNA遺伝子クローンの解析を行なったが、そのクローン数は１つしかなく情報量は不十分である
(Wang et al., 2009c)。TullyらはSouth Pacific Gyreから採取したマンガンノジュールの微生物群集を16S 
rRNA遺伝子を用いて解析した (Tully and Heidelberg, 2013)。この解析からマンガンノジュール表層には
100種近くの微生物が存在することがわかった。また検出されたクローンの系統を解析した結果、Marine 
Group Iと呼ばれるアンモニア酸化古細菌が多く検出された。South Pacific Gyreは生物による一次生産が
極端に少ない地域である (D'Hondt et al., 2009)。この研究で検出されたMarine Group Iに近縁なクローン
がアンモニア酸化、炭素固定を行なっているという証拠はないが、もし行なうことができるならば、この
Marine Group Iが微生物群集での一次生産者としての役割を担っていると考えられる (Tully and 
Heidelberg, 2013)。また堆積物とマンガンノジュール表層の微生物群集を比較すると微生物群集が異なるこ
とが示された。このことはマンガンノジュール表層と堆積物とで微生物の代謝が異なるためであるとTully
らは考えている(Tully and Heidelberg, 2013)。 
 我々は拓洋第５海山から採取したマンガンクラストの16S rRNA遺伝子クローンライブラリー解析を行
なった (Nitahara et al., 2011)。この解析では１つのマンガンクラストしか解析していないが、100種近く
の微生物が存在することが示唆され、また数多くの未培養の系統やMarine Group Iに属するクローンが多
く検出された。 
 我々はマンガンクラスト形成には鉄あるいはマンガン酸化菌、あるいは微生物細胞の存在そのものが関与
しているのではないかと考えている。マンガン酸化能があるとされている系統は数多くあるが(Tebo et al., 
2005)、それらの中でもよく研究されているものとしてPseudomonas putida MnB1 (Villalobos et al., 2003)
やPseudomonas fluorescens GB-1 (Okazaki et al., 1997)、Bacillus sp. strain SG-1 (Bargar et al., 2005)な
どがある。これらの系統の一部が海水サンプルから検出されたが、マンガンクラスト、堆積物サンプルから
はこれらの系統に属するクローンは発見できなかった (Nitahara et al., 2011)。 
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 これまでの研究からマンガンクラスト、マンガンノジュールの微生物群集には未培養のグループが多く含
まれること、Marine Group Iと呼ばれるアンモニア酸化古細菌が多く存在することが明らかになった。ま
た微生物群集組成の比較からマンガンクラスト（とマンガンノジュール）の微生物群集は周りの堆積物、海
水のそれとは異なるということがわかった。しかし公表されているデータが少ないため、マンガンクラスト
と海水の微生物群集が異なるということが一般的に当てはまることなのかは不明である。また異なる水深由
来のマンガンクラストの微生物群集同士の比較や異なる海域由来のマンガンクラストの比較研究はない。 
 したがってさまざまな海域、水深から採取したマンガンクラストを同じ方法で解析、比較してマンガンク
ラストの微生物群集の一般性について検討する必要がある。また16S rRNA遺伝子解析では、その微生物群
集にいる微生物の代謝機能について推定することはできるが、はっきりとした証拠ではない。そこで微生物
群集を解析し、その存在量が大きいあるいは一次生産や金属酸化など重要な機能であると考えられる候補に
ついて機能遺伝子の解析を行なう必要がある。 
 
1.3 硝化作用と微生物が果たす役割について 
1.3.1 アンモニア酸化古細菌、真正細菌の役割について 
 地球の窒素循環の過程でアンモニアから亜硝酸、亜硝酸から硝酸に酸化される過程は硝化と呼ばれ、その
大部分は原核生物によって行なわれる。アンモニアから亜硝酸への酸化の過程はBetaproteobacteria (例え
ばNitrosospira (Nitrosolobus) multiformis (Watson et al., 1971) やGammaproteobacteria (例えば
Nitrosococcus oceani やNitrosococcus watsonii (Ward and O'Mullan, 2002; Campbell et al., 2011)によっ
て行なわれると考えられてきた。 
 近年、分子生物学的手法による培養に依存しない微生物生態系の解析法が確立されてから海洋中で古細菌
（Crenarchaeota）が優占し、海洋全体のバイオマスにおいても大きな割合を占めているということが明ら
かになった (Fuhrman et al., 1992; DeLong, 1992; Massana et al., 2000; Karner et al., 2001)。この海洋性
古細菌は、Marine Group Iというグループとして分類されてきた。この系統群のメタゲノム解析により、
この系統群はamoA様遺伝子を持っていることがわかり (Schleper et al., 2005)、この海洋性古細菌がアン
モニア酸化を行なっていると推定された。 
 海洋中にMarine Group Iが優占して存在していること、またこの系統群がアンモニア酸化することから、
現在では硝化作用においてはアンモニア酸化古細菌が大きな役割を果たしていると考えられている。 
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1.3.2 アンモニア酸化古細菌の培養株について 
 Marine Group Iに属する分離株の代表的なものとして、海綿の共生菌であるCenarchaeum symbiosum 
(Preston et al., 1996)や水族館の砂利から単離されたNitrosopumilus maritimus SCM1 (Könneke et al., 
2005)があげられる。これらの単離株はいずれもアンモニアを亜硝酸に酸化することでエネルギーを得て、
独立栄養的に生育する。 
 当初はCrenarchaeotaとして分類されていたが、のちにゲノム配列が決定され、16S-23S rRNA遺伝子、
リボソームたんぱく質遺伝子などの系統解析により、C. symbiosumやN. maritimusは新しい門である
Thaumarchaeotaとして分類することが提唱されている(Brochier-Armanet et al., 2008; Spang et al., 
2010)。本博士論文では、この分類に従い、Marine Group IをThaumarchaeotaとして扱う。 
 
1.3.3 amoA遺伝子について 
 アンモニア酸化にはアンモニアモノオキシゲナーゼ (AMO)という酵素が関与する。アンモニア酸化真正
細菌では、アンモニアはAMOによりヒドロキシルアミンに酸化され、その後、ヒドロキシルアミン酸化還
元酵素により亜硝酸に酸化される (Hollocher et al., 1981)。一方、アンモニア酸化古細菌, N. maritimus 
SCM1のゲノム解析ではヒドロキシルアミン酸化還元酵素のホモログが見つかっておらず、他の酵素による
代謝経路が推定されている (Walker et al., 2010)。 
 AMOはAmoA, AmoB, AmoCの複合体で構成されていると考えられている。このうち活性部位をふくむ
サブユニットをコードしている遺伝子がamoA遺伝子である。このamoA遺伝子を用いてのアンモニア酸化
細菌の多様性や存在量についての解析、評価が行われている (Hornek et al., 2006; Wuchter et al., 2006; Li 
et al., 2011)。これによりアンモニア酸化細菌の多様性や存在量が評価されている。 
 
1.4 本研究の目的 
 本研究の目的は大きく分けて２つある。まず第１に、拓洋第５海山、流星海山、大東海嶺、古仁屋海山か
ら採取した海洋性マンガンクラスト、堆積物、海水を16S rRNA遺伝子を用いて解析、比較して、いまだ情
報が少ないマンガンクラストの微生物群集の情報（群集組成、存在量など）を明らかにすることである。 
 第２の目的は、Nitahara et al., 2011によって明らかとなったマンガンクラストに存在するMarine Group 
I（に近縁なクローンの）アンモニア酸化能の有無、存在量、多様性を明らかにすることである。 
 これらの解析によって、マンガンクラスト形成と微生物との関連性、微生物の代謝機能についての知見を
得ることを目標とする。 
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1.5 Figures 
 
Figure 1-1  
大東海嶺から採取したマンガンクラスト、HPD#1443Dive R03 サンプルの写真。 
写真中のスケールバーは5 cmを表す。 
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Figure 1-2  
大東海嶺から採取したマンガンクラスト、HPD#1444Dive R06サンプルの写真。 
写真中のスケールバーは5 cmを表す。 
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Figure 1-3  
大東海嶺から採取したマンガンクラスト、HPD#1442Dive R10サンプルの横断面の写真。 
写真中のスケールバーは10 cmを表す。 
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Figure 1-4 
大東海嶺のマンガンクラストの露頭域、NT12-25航海 #1444Diveにて撮影。 
写真全体に見える黒い粒状の岩のように見えるものがすべてマンガンクラストである。 
また写真中央〜左下に見える白い砂状のものが堆積物である。 
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Figure 1-5 
大東海嶺のマンガンクラストの露頭域、NT12-25航海 #1444Diveにて撮影。 
Figure 1-4とは異なり、海底面の大部分を白い堆積物が覆っている。 
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Figure 1-6 
Wangらが提唱したマンガンノジュール形成プロセスのモデル図 (Wang and Müller, 2009; Wang et al., 
2011)。 
小さな砂や粘土に微生物が付着し、この微生物の代謝によってMn(II)、Fe(II)、Co(II)が酸化され不溶性の
酸化物が形成される。さらに非生物作用によって酸化物が蓄積していき、これらのマイクロノジュールが集
まり大きなノジュールになるというモデルである。 
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Tables 
Table 1-1 
マンガンクラスト、マンガンノジュールの主な特徴の比較  
 マンガンクラスト マンガンノジュール 
成長プロセス 海水起源プロセスにより成長 海水起源と続成起源プロセス 
の両方で成長 
構成する鉱物 Vernaditeで構成される 
Vernadite: 鉄とマンガンが主成分 
   コバルトを含む 
VernaditeとBuseriteの両方で構成される 
Buserite: マンガンが主成分、 
     銅、ニッケルを含む 
Mn/Fe比 １前後 1 ~10あるいはそれ以上 
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第２章 
実験方法および材料 
  
2.1. 16S rRNA遺伝子、amoA遺伝子の系統解析 
2.1.1. 調査海域について 
 本研究のサンプルは北西太平洋の拓洋第５海山、流星海山、大東海嶺、古仁屋海山から採取した (Figure 2-1)。これ
らの海山には厚く発達したマンガンクラストが存在することが、以前の調査によって知られている。拓洋第５海山は太
平洋プレート、流星海山、大東海嶺、古仁屋海山はフィリピン海プレート上にある。 
 海洋研究開発機構の無人潜水艇ハイパードルフィンを用いて、これらの海山からマンガンクラスト、堆積物、海水の
サンプリングを行なった。それぞれの海山の海底地形図とサンプリング位置はFigure 2-2から2-5に示した。それぞれ
のサンプルについての詳細はTable 2-1に記載した。 
 
2.1.2. 採取試料の保存 
 マンガンクラストおよび周辺堆積物の固形試料は、船上に設置した簡易クリーンベンチ中で滅菌済みハンマーや滅菌
済み薬さじなどの滅菌した器具を用い、無菌的にいくつかに分割した。分割したサンプルを滅菌済みジップロック、チ
ューブに保存し、-80℃で保存した。周辺海水試料は、体積を計り、およそ１Lを、メンブレンフィルタ (ーφ0.22 µm)
を用いてろ過した。ろ過したフィルターは-80℃で保存した。 
 
2.1.3. 採取試料からのDNA抽出 
 クリーンベンチ内で、滅菌したハンマーや薬さじを用いてマンガンクラスト表面（およそ5 mm）を剥離させた。砂
状の堆積物サンプルは滅菌した薬さじを用いて分けた。海水試料をろ過したフィルターは半分に切り分け、後述のキッ
ト１回分のサンプル量とした。各マンガンクラスト、堆積物サンプルの重さを測り、それを Fast DNA Kit for soil 
(Q-Biogene)を用いて、キットのプロトコールに従いDNAを抽出し、100 µlのTEバッファ （ーTris-HCl 10 mM, EDTA 
1 mM, pH 8.0）に溶出した。これをγ線滅菌済みのエッペンドルフチューブに20 µlずつ分注して、-20℃で保存した。 
 
2.1.4. PCR法による遺伝子の増幅 
 16S rRNA遺伝子、amoA遺伝子ともにTaKaRa Ex Taq HS ver. (TaKaRa)を用いてPCR増幅した。PCR反応用の
マスターミックスを、滅菌蒸留水39 µl、10 x Ex Taq Buffer 5 µl、dNTP mix (2.5 mM each) 4 µl、Forwardおよび
Reverse プライマ  ー (20µM) 各0.5 µl、TaKaRa Ex Taq (5 units/µl) 0.25 µlの組成で必要分だけ調製した。プライマー
セットは16S rRNA遺伝子ではUNI516FとUNI140R、Bacteria amoA遺伝子ではamoA1F-modとamoA-rNEW、 
Archaea amoA遺伝子ではArch-amoAFとArch-amoARの組み合わせをそれぞれ用いた（Table 2-2）。 
 またサンプルとは別にポジティブコントロールとして、16S rRNA 遺伝子では E. coli のゲノム DNA、Bacteria、
ArchaeaそれぞれのamoA遺伝子ではそれぞれのamoA遺伝子が組み込んであるプラスミドDNAをテンプレートとし、
PCR反応が正常に行なわれているかどうかの確認をした。またテンプレートDNAを加えないネガティブコントロール
を同様にPCRし、PCR時のコンタミネーションの評価をした。 
 
 
 
 20 
 PCR反応液をサーマルサイクラ  ー GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems)にセットし、それぞれ以下の
温度条件でPCRを行なった。 
16S rRNA遺伝子 
94 ℃ / 5 min – (94 ℃ / 30 sec – 55 ℃ / 30 sec –72 ℃ / 2 min) x 30 –72 ℃ / 7 min  
Bacteria amoA遺伝子 
95 ℃ / 5 min – (94 ℃ / 30 sec – 47 ℃ / 40 sec –72 ℃ / 40 sec) x 30 –72 ℃ / 2 min  
Archaea amoA遺伝子 
95 ℃ / 5 min – (94 ℃ / 45 sec – 53 ℃ / 60 sec –72 ℃ / 60 sec) x 30 –72 ℃ / 15 min  
 
2.1.5. TOPO TA Cloning Kit for Sequence (invitrogen)によるPCR産物のクローニング 
 PCR産物をアガロースゲル電気泳動し、単一バンドでの増幅およびネガティブコントロールで増幅されないことを確
認した。このPCR産物をTOPO TA Cloning kit for Sequencingのマニュアルに従ってクローニングを行なった。E. coli 
TOP10コンピテントセル（50 µl）を形質転換した。キットに添付されているS.O.C.培地を200µl加えた後、37 ℃、1
時間の回復培養をした。LBプレート（アンピシリン 50 µg/ml）にアンピシリン溶液（50 mg/ml）を50 µl塗布した後、
菌体を100 µlと150 µlに分けて2枚のLBプレートに塗布した。LBプレートは37 ℃、15 ~18時間保温し、コロニ
ーを形成させた。 
 
2.1.6. プラスミド調製 
 Montage Plasmid Miniprep Kit (Millipore)に付属している96穴培養プレート（Millipore）に2 x LB 液体培地(アン
ピシリン50 µg/ml) を1 mlずつ分注した。ランダムに選んだコロニーを、滅菌済みのつまようじを用いて液体培地と
マスタープレート用のLBプレート（アンピシリン 50 µg/ml）に植え継いだ。96穴培養プレートを専用のインキュベ
ータ （ーTAITEC M-36）で37 ℃、18時間保温した。マスタープレートのLBプレートは37 ℃、15 ~18時間保温し、
コロニーを形成させた。 
 培養後、96穴培養プレートを専用の遠心分離機 (Sakuma M200-IVD)を用いて3,000 rpm、30分、4 ℃で遠心して
集菌した。培地の上清をデカンテーションで取り除き、ボルテックスミキサーで菌体を懸濁した後、反応自動化装置 
Biomek2000 (Beckman)もしくはMontage Plasmid Miniprep KitのマニュアルPartial Lysate Protocolを用いてプラ
スミド調製した。プラスミドは50 µlのTEバッファーに溶出し、キット付属の96穴プレートに保存した。プレートは
保存用のシールをして4 ℃で保存した。 
 
2.1.7. インサートチェック 
 滅菌水7.5 µl、10 x H バッファ  ー 1 µl、EcoRI (15 Units/µl) 0.5 µl を１サンプル分として必要分調製した。これに
プラスミド溶液 1 µlを加え、37 ℃、1時間保温した。この反応溶液をアガロースゲル電気泳動し、EtBr (1 µg/ml)によ
り染色し、写真を撮り、インサートを確認した。 
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2.1.8. シークエンスによる塩基配列決定 
 BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)を用いて塩基配列決定を行なった。シークエン
ス反応用のマスターミックスを、Big Dye Terminator 1µl、5 x Sequencing Buffer 0.5 µl、M13F（もしくはM13R）
プライマ  ー (0.8 µM) 1 µl、滅菌蒸留水 0.5 µlの組成で調製した。これにプラスミドを2 µl加えた。シークエンス反応
液をサーマルサイクラ  ー GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems)にセットし、以下の温度条件でPCRを行
なった。 
シークエンス反応、温度条件 
96 ℃ / 2 min – (96 ℃ / 10 sec – 50 ℃ / 5 sec –60 ℃ / 4 min) x 25 –60 ℃ / 2 min  
 
 反応後の溶液に 100 % EtOH 12.5 µl、125 mM EDTA 0.5 µl、3M 酢酸ナトリウム (pH 5.2) 0.5 µlずつ分注し、よ
く混ぜた後に15分間室温で置いたのち、9,000 rpm、30分、4 ℃で遠心した。上清をデカンテーションで捨てた後、
70 % EtOH 70 µlずつ分注し、9,000 rpm、30分、4 ℃で遠心した。上清をデカンテーションで捨てた後、１晩、暗所
にて風乾させた。乾燥させたあとはシークエンスまで- 20 ℃で保存した。 
 エタノール沈殿し、風乾させたBigDye PCR産物にHi-Diホルムアミド(Applied Biosystems)を20 µlずつ分注し、
96 ℃、２分間の熱処理後、すぐに氷上 3分間急冷して１本鎖への変成を行なった。その後スピンダウンで気泡を取り
除き、ABI 3130 xlを用いてDNAシークエンシングを行なった。 
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2.2. 分子系統学解析 
2.2.1. DNA塩基配列の編集 
 シークエンシングにより決定された塩基配列を Sequencher ver. 4.6もしくはGeneiousに読みこんだ。配列の信頼
度が低い部分をTrim Endにより取り除いた。またベクターであるpCR4-TOPOの配列を取り除いた。その修正した配
列をアセンブリし、クロマトグラフと出力された配列が同一であるかどうか確認し、一致しない配列を修正し、信頼度
の低い配列を取り除いた。 
 16S rRNA遺伝子の場合、Ribosomal Database Project (以下RDP、http://rdp.cme.msu.edu/, Cole et al., 2007; Cole 
et al., 2009) を用いてアライメントした。その結果のアライメント、BLASTサーチの結果を見て、すべての配列を sense
鎖にした。amoA遺伝子ではClustalW2  (http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp, Larkin et al., 2007)によるアライメント結果
とBLASTサーチの結果を見て、必要に応じて sense鎖にした。 
 
2.2.2. キメラ配列のチェック 
 16S rRNA遺伝子の塩基配列FastaファイルにE. coliの16S rRNA遺伝子の配列 (Accession番号: U00096)を追加
し、RDP を用いてアライメントを行ない、Fas ファイルとして保存した。この Fas ファイルを Mallard 
(http://www.bioinformatics-toolkit.org/Downloads/index.html, Ashelford et al., 2006)により解析し、キメラ配列がある
かどうかチェックした。キメラと判定された配列は以後の解析から取り除いた。またBLASTサーチの結果、キメラ配
列と思われるもの、Eukaryote 18S rRNA遺伝子も同様に以後の解析から取り除いた。 
 
2.2.3. mothurによる16S rRNA遺伝子、amoA遺伝子の多様性の解析 
 16S rRNA遺伝子のデータセットをRDPで、またamoA遺伝子のデータセットをClustalW2でアライメントした。
それをmothur (http://www.mothur.org/wiki/Main_Page, Schloss et al., 2009) を用いて解析した。Distance Matrix作
成、Cluster作成を行なった。多様性データのChao1 species richness (Chao, 1984)の値と、Shannon index (Shannon 
and Weaver, 1949)の値、Rarefaction curve (Heck et al., 1975)のそれぞれの計算を行なった。Coverageとして、C= (1- 
(n1/N))*100 (n1は single OTUの数、Nはトータルクローン数)の計算式で計算した (Good, 1953)。また16S rRNA遺
伝子ではサンプル間での shared chao1の計算も行なった。各クローンをOTUに分ける際には16S rRNA遺伝子では
97 %の配列相同性、amoA遺伝子では98 %の配列相同性という基準を用いた。 
 
2.2.4. BLASTサーチによる配列のまとめ 
 前述のキメラチェックおよび OTU 分けを行なった後、それぞれの塩基配列について BLAST サーチ 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)を行ない、近縁な環境クローンおよび培養種を調べた。 
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2.2.5. QIIMEによる各分類群の検出比率、Cluster解析、主座標分析 
 これまでに解析したすべてのサンプルの16S rRNA遺伝子塩基配列をデータセットとした。またサンプルの詳細を記
したMapping fileも併せて作成した。これらのデータセットを元に、QIIME  (http://qiime.org/tutorials/tutorial.html#, 
Caporaso et al., 2010) による解析を行なった。 
 特に解析する項目として、Picking Operational Taxonomic Units (OTUs) through making OTU table、Make OTU 
Heatmap、Make OTU Network、Summarize Communities by Taxonomic Composition、Compute Alpha Diversity 
within the Samples and Generate Rarefaction Curves、Compute Beta Diversity and Generate Beta Diversity Plots、
Jackknifed Beta Diversity and Hierarchical Clustering、Generate Bootstrapped Treeの解析を行なった。 
 
2.2.6. 近隣結合法による系統樹作成 
 Reference と な る 環 境 ク ロ ー ン や 培 養 株 の 16S rRNA 遺 伝 子 配 列 を greengenes 
(http://greengenes.lbl.gov/cgi-bin/nph-NAST_align.cgi, DeSantis et al., 2006)やBLASTサーチ、論文の引用などによ
り収集した。これらの配列を併せたデータセットを Fastaファイルとして保存し、RDPでアライメントした。このア
ライメントしたデータを元に、ARB (http://www.arb-home.de, Ludwig et al., 2004) を用いて近隣結合法 (Neighbor 
Joining) で系統樹を作成した。 
 
2.2.7. 最尤（ML）法による系統樹作成 
 解析するデータセット、Referenceとなる配列を１つのFastaファイルに保存し、16S rRNA遺伝子ではRDP、amoA
遺 伝 子 で は ClustalW2 で ア ラ イ メ ン ト し た 。 こ の 配 列 デ ー タ を Gblocks 
(http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks.html, Castresana, 2000; Talavera and Castresana, 2007)を用いて、
よく保存された領域を抽出した。解析の際のパラメーターはMinimum Length of A Blockを5とし、残りのパラメー
ターはデフォルト値とした。作成されたファイルを phylip 形式に保存し直した。それを phyML 3.0 
(http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/, Guindon et al., 2010)により、ブートストラップを100回に設定し、系統樹を
作成した。計算結果のファイルをARBで開いた近隣結合法の系統樹に Importし、系統樹とした。 
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2.3. 定量PCRによる16S rRNA、amoA遺伝子コピー数の推定 
2.3.1. 定量PCRによる16S rRNA遺伝子コピー数の推定、標準試料の調製法 
 標準試料としてE. coliゲノムDNAやクローンライブラリーでの検出比率の高かったプラスミドを必要に応じて108
倍までTEバッファーで段階希釈した。この希釈系列をテンプレートとして「2.1.4 PCR法による遺伝子の増幅」に記
載した方法でPCR反応を行なった。プライマーセットはそれぞれBacteria 16S rRNA遺伝子がEU27FとUni1513R、
Archaea 16S rRNA遺伝子がArc8FとUni1407R、Bacteria amoA遺伝子がamoA1F-modとamoA-rNEW、 Archaea 
amoA遺伝子がArch-amoAFとArch-amoARを用いた（Table 2-2）。標準試料として用いたテンプレートはそれぞれ
真正細菌16S rRNA遺伝子がE. coli K-12 ゲノムDNA、古細菌16S rRNA遺伝子がプラスミド 957Mn16_02A、真
正細菌 amoA遺伝子がプラスミド 953Mn_44BA、古細菌 amoA遺伝子がプラスミド 953Mn_04AAである。温度条
件は次の通り。 
真正細菌、古細菌16S rRNA遺伝子 
94 ℃ / 5 min – (94 ℃ / 30 sec – 55 ℃ / 30 sec –72 ℃ / 2 min) x 40 –72 ℃ / 7 min  
Bacteria amoA遺伝子 
95 ℃ / 5 min – (94 ℃ / 30 sec – 47 ℃ / 40 sec –72 ℃ / 40 sec) x 40 –72 ℃ / 2 min  
Archaea amoA遺伝子 
95 ℃ / 5 min – (94 ℃ / 45 sec – 53 ℃ / 60 sec –72 ℃ / 60 sec) x 40 –72 ℃ / 15 min  
 
 これらの PCR 産物をアガロース電気泳動し、増幅を確認した。増幅が見られ、かつシングルバンドであったサンプ
ルをWizard SV Gel and PCR clean up system (Promega)を用いて精製した。この精製したPCR産物をアガロース電
気泳動し、確認した。シングルバンドであることを確認したサンプルを、Nano Drop (Thermo)を用いて濃度を測定し
た。この濃度から精製したPCR産物 1 µl中の16S rRNA遺伝子もしくはamoA遺伝子のコピー数を計算した。これ
を滅菌蒸留水で10倍ずつ11段階の希釈系列を作成し、定量PCRにおける標準試料とした。 
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2.3.2. 定量PCR反応 Taq Man プローブ法 
 16S rRNA遺伝子はTaq Man Universal PCR MasterMix (Applied Biosystems) を用いたTaq Manプローブ法によ
る定量PCRを行なった。定量PCR反応のマスターミックスをForward, Reverseプライマ  ー (50 µM) 各0.32 µl、Taq 
Manプローブ (10 µM) 0.4 µl、滅菌蒸留水7.96 µl、2 x Taq Man Universal PCR Master Mix 10 µlの組成で調製した。
Bacteria 16S rRNA遺伝子では BACT1369FとPROK1492RのプライマーセットとTM1389Fのプローブ、 Archaea 
16S rRNAでは Arc516FとArc806RのプライマーセットとArc516Fのプローブを用いた（Table 2-2）。 
 96穴プレートにマスターミックス溶液を19 µlずつ、テンプレート（標準試料、未知試料）を1 µlずつ分注した。ま
たテンプレートDNAを入れないNo Template Controlも作製した。同一サンプルは1つにつき３つのウェルに分注し、
３回繰り返しとした。未知試料は原液と滅菌蒸留水により10倍に希釈したものの２つを用意した。 
 分注後、定量PCR用のOptical Capsを付けてボルテックスを最弱にし、軽く混ぜた。遠心してスピンダウンした後
にABI PRISM 7000 (Applied Biosystems)で定量PCR反応を行なった。サーマルサイクラーの設定をそれぞれの遺伝
子について、下に示したように設定し、反応を開始させた。 
真正細菌16S rRNA遺伝子 
50 ℃ / 2 min – 96 ℃ / 10 min – (96 ℃ / 25 sec – 57 ℃ / 6 min) x 40  
古細菌16S rRNA遺伝子 
50 ℃ / 2 min – 96 ℃ / 10 min – (96 ℃ / 25 sec – 59 ℃ / 6 min) x 40  
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2.3.3. 定量PCR反応 SYBR Green I法 
 amoA遺伝子では、SYBR Premix Ex Taq II (TaKaRa)を用いたSYBR Green Iによる方法で定量PCRを行なった。
マスターミックスを2 x SYBR Premix Ex Taq II 10 µl、滅菌蒸留水 7 µl、Forward, Reverse プライマ  ー (20 µM) 各 
0.8 µl、50× ROX Reference Dye 0.4 µlの組成で調製した。Bacteria amoA遺伝子ではamoA1F-modとamoA-rNEW
のプライマーセット、Archaea amoA遺伝子ではArch-amoAFとArch-amoARのプライマーセットを用いた（Table 
2-2）。 
 96穴プレートにマスターミックス溶液を19 µlずつ、テンプレート（標準試料、未知試料）を1 µlずつ分注した。ま
たテンプレートDNAを入れないNo Template Controlも作製した。同一サンプルは1つにつき３つのウェルに分注し、
３回繰り返しとした。未知試料は原液と滅菌蒸留水により10倍に希釈したものの２つを用意した。 
 分注後、定量PCR用のOptical Capsを付け、ボルテックスを最弱にし、軽く混ぜた。遠心してスピンダウンした。
ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems)で定量PCR反応を行なった。サーマルサイクラーの設定をそれぞれの遺伝子
について、下に示したように設定し、反応を開始させた。 
真正細菌amoA遺伝子 
95 ℃ / 3 min – (94 ℃ / 30 sec – 60 ℃ / 40 sec – 72 ℃ / 40 sec) x 40  
古細菌amoA遺伝子 
95 ℃ / 3 min – (94 ℃ / 45 sec – 53 ℃ / 60 sec – 72 ℃ / 60 sec) x 50  
 
2.3.4. 定量PCRデータの解析 
 サーマルサイクラーに付属したソフトウェアを用いて、ある蛍光強度に達したときのサイクル数（Ct値）を決定した。
そのCt値を用いてサンプルごとの平均Ct値と標準偏差を計算した。標準試料の平均Ct値とコピー数の対数の検量線
を作成し、近似直線の数式およびR2値を計算した。このグラフの数式から、試料1 gもしくは1 ml当たりのコピー数
を計算した。 
 菌体数は16S rRNA遺伝子コピー数を、１ゲノム当たりの平均16S rRNA遺伝子コピー数で割ることで求めた。そ
れ ぞ れ の ド メ イ ン の １ ゲ ノ ム 当 た り の 平 均 16S rRNA 遺 伝 子 コ ピ ー は 、 rrnDB 
(http://ribosome.mmg.msu.edu/rrndb/index.php)から求めた。本解析では、真正細菌は4.06コピ /ー細胞、古細菌は1.77
コピ /ー細胞の16S rRNA遺伝子を持つものとして菌体数を算出した。 
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2.4. アンモニア酸化菌、マンガン酸化菌の培養 
2.4.1. アンモニア酸化菌の培地作成 
 アンモニア酸化菌用の培地は次の論文を参考にして作成した (Verhagen and Laanbroek, 1991)。概略を示すと、
Table 2-3とTable 2-4に示した試薬のうち、KH2PO4以外の試薬をすべてMilliQに溶かした。NaOHを用いてpH 7.8
に合わせた。20 mlのバイアル瓶に10 mlずつ分注した。ブチルゴム栓、アルミキャップをした後、オートクレーブし
た。その後、40 mM KH2PO4 を0.1 ml加えた。 
 
2.4.2. サンプルの植菌方法 
 サンプル採取の航海中に上記の各アンモニア濃度のアンモニア酸化菌培地に植菌を行った。マンガンクラスト、堆積
物サンプルではおよそ0.5 ~ 1 g程度（ミクロスパーテル１かき程度）をとり、ろ過滅菌海水1 mlで懸濁した。その懸
濁液を静置し、その上清100 µlをアンモニア酸化菌培地にマイクロシリンジを用いて植菌した。海水サンプルでは、海
水 100 µlをアンモニア酸化菌培地にマイクロシリンジを用いて植菌した。 
 その培養瓶をキムタオルで包み、暗所で4 ℃もしくは室温で培養した。 
 
2.4.3. アンモニア濃度の測定用試薬の作成 
 フェノールブルー比色法によるアンモニア濃度測定を行なった (Solorzano, 1969; 蒲生俊敬 and ギースケスヨリス, 
1992)。次にあげる試薬を作成した。フェノールアルコール溶液：0.4 gの結晶フェノールを50 ml EtOHに溶解する。
この試薬は毎日作り変える。ニトロプルシドナトリウム溶液：ニトロプルシドナトリウム二水和物 0.075 gを 100 ml 
MilliQに溶解する。この試薬は毎日作り変える。アルカリ溶液：クエン酸三ナトリウム1.5 gと5N 水酸化ナトリウム 
400 µlを100 ml MilliQに溶解する。酸化試薬：次亜塩素酸ナトリウム溶液1 mlを前述のアルカリ溶液に溶かす。こ
の試薬は毎日作り変える。標準溶液：塩化アンモニウム 0.5345 gを 100 ml MilliQに溶解して100 mM 標準塩化アン
モニウム溶液とした。濃度は秤量した量から正確に計算する。これを適度な濃度（例えば10 ~ 500 µM）に希釈して標
準溶液とした。 
 
2.4.4. アンモニア濃度の測定 
 サンプル溶液 （未知試料、標準溶液、ブランク）500 µlにMilliQ水 500 µlを加えて、よく混ぜた。これにフェノ
ールアルコール溶液 500 µlを加えてよく混ぜた。ニトロプルシドナトリウム溶液500 µlを加えてよく混ぜた。酸化試
薬 1 mlを加えてよく混ぜた。これを室温、暗所で2 hまで反応させ、640 nmの吸光度を測定した。標準溶液、ブラン
クの結果から検量線を作成し、サンプル中のアンモニア濃度を決定した。 
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2.4.5. 亜硝酸濃度の測定用試薬の作製 
 亜硝酸濃度は次の論文の方法を用いた (Keeney and Nelson, 1982)。次にあげる試薬を作成した。亜硝酸濃度決定試
薬：100 ml H3PO4 (85 %)を 750 ml MilliQに加える。10 g/Lのスルファニルアミドを加える（溶けにくい場合は少し
温めた）。0.5 g/L のN-1-ナフチルエチレンジアミン二塩酸塩を溶かす。この試薬は光に弱いため、アルミホイルで遮光
し、4 ℃で保存した。亜硝酸濃度標準試薬：0.851 g/L (10 mM) KNO2試薬を作成した。この試薬は4 ℃で保存した。
使用する際は100 µM, 50 µM, 25 µM, 10 µMに希釈して用いた。 
 
2.4.6. 亜硝酸濃度の測定 
 10 µlのサンプル、標準濃度試薬、ブランク溶液に90 µl MilliQを加えた。20 µlの亜硝酸濃度決定試薬を加えて、よ
く混ぜた。暗所で 10分間インキュベートした。プレートリーダーで540 nmの吸光度を測定した。標準溶液、ブラン
クの結果から検量線を作成し、サンプル中の亜硝酸濃度を決定した。 
 
2.4.7. アンモニア酸化菌培地の蛍光顕微鏡観察 
 培養中のアンモニア酸化菌培地を0.1 ml程度滅菌済みシリンジを用いて採取した。そのうち10 µlをスライドグラス
に滴下し、SYBR Green I 1 µlで染色した後に蛍光顕微鏡を用いて観察した。 
 
2.4.8. マンガン酸化菌の培地作成 
 マンガン酸化菌用培地は次の論文を参考にして作成した (van Waasbergen et al., 1993)。概略を示すと、Table2-5の
試薬を300 ml程度のMilliQに溶かした。PeptonとYeast Extract濃度、NaCl濃度の組み合わせでLow-Nutrient 
Low-Salt、Low-Nutrient Mid-Salt、Low-Nutrient High-Salt、Mid-Nutrient Low-Salt、Mid-Nutrient Mid-Salt、
Mid-Nutrient High-Saltの６種類の培地を作成した。pHをNaOHで7.7に合わせた後に890 mlにメスアップし、オ
ートクレーブした。その後、5 mM MnCl2溶液 40 ml、1M MgSO4溶液 50 ml、0.5 M CaCl2 20 mlを無菌的に加え、
プレーティングして固化させた。 
 
2.4.9. サンプルの植菌方法 
 サンプル採取の航海中に上記の各塩、有機物濃度のマンガン酸化菌プレートに植菌を行った。マンガンクラスト、堆
積物サンプルではおよそ0.5 ~ 1 g程度（ミクロスパーテル１かき程度）をとり、ろ過滅菌海水1 mlで懸濁した。その
懸濁液を静置し、その上清100 µlをマンガン酸化菌プレートに滅菌済みディスポーザルコンラージ棒を用いて塗布した。
海水サンプルでは、海水 100 µlをマンガン酸化菌プレートに滅菌済みディスポーザルコンラージ棒を用いて塗布した。
その塗布したプレートのまわりをパラフィルムで覆い、アルミホイルでつつんだのちに4 ℃もしくは室温で培養した。 
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2.4.10. マンガン酸化菌培地に生育した微生物の単離 
 航海中にサンプル懸濁液を塗布したマンガン酸化菌プレートに確認できたコロニーは同じ種類の新しいマンガン酸化
菌プレートにストリークし、シングルコロニーを形成させた。このシングルコロニーをさらにストリークする作業を2
度行ない、マンガン酸化菌候補として単離した。これをプレート上もしくは液体培地中で培養し、マンガン酸化能の有
無を黒いマンガン酸化物の生成により確認した。 
 
2.4.11. アンモニア酸化菌、マンガン酸化菌培地に生育した微生物の16S rRNA遺伝子の確認 
 アンモニア酸化菌培地に生育した微生物の系統を明らかにするために、16S rRNA遺伝子、amoA遺伝子を確認する
ことにした。培地1 µlを用いたPCRでは16S rRNA遺伝子、amoA遺伝子ともに増幅が確認できなかったため、培地
を約100 µlを採取し、15,000 rpm, 5 min, 4℃で遠心して上清を取り除き、10倍に濃縮した。この濃縮液1 µlをPCR
テンプレートとして、16S rRNA遺伝子、Bacteria, Archaea amoA遺伝子それぞれをPCR増幅した。PCRプライマ
ーの組み合わせ、バッファー条件、温度条件等は「2.1.4 PCR法による遺伝子の増幅」に記述したとおりの方法で行な
った。 
 増幅が確認できたPCR産物を「2.1.5 TOPO TA Cloning Kit for Sequence (invitrogen)によるPCR産物のクローニ
ング」の方法でクローニングした。コロニーを８つ程度選び、5 mlのLB + Amp培地に植え継いだ。これを37 ℃、18h 
培養したのち、PureYield Plasmid Miniprep System (Promega)を用いてプラスミド調製した。調製したプラスミドの
インサートの有無を「2.1.7インサートチェック」の方法で確かめた。インサートが確認できたプラスミドの塩基配列を
「2.1.8 シークエンスによる塩基配列決定」の方法で決定した。決定した塩基配列を用いてBLASTサーチして、どの
生物種の遺伝子であるかを推定した。 
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2.5. Figures 
 
Figure 2-1 
拓洋第５海山、流星海山、大東海嶺、古仁屋海山の位置。 
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 Figure 2-2 
拓洋第５海山の海底地形図、赤い星印はサンプリング位置を示している。 
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Figure 2-3 
流星海山の海底地形図および#1243、#1244Diveでの航跡図。黄色の線が#1243Dive、オレンジ色が#1244Diveの航跡
図を示す。 
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 Figure 2-4 
大東海嶺の海底地形図、赤い星はサンプリング位置を示している。 
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 Figure 2-5 
奄美海台の古仁屋海山の海底地形図、赤い星はサンプリング位置を示している
 35 
2.6. Tables 
Table 2-1 マンガンクラスト、周辺堆積物および周辺海水の緯度経度、水深の情報 
サンプル ID 953Mn 953Sed 953Asw 955Mn 957Mn05 957Mn16 957Sed 957Asw 
サンプル種別 マンガンクラスト 周辺堆積物 周辺海水 マンガンクラスト マンガンクラスト マンガンクラスト 周辺堆積物 周辺海水 
Latitude (N) 22°40.984' 22°40.985' 22°40.986' 22°42.504' 22°44.656' 22°45.742' 22°44.610' 22°44.611' 
Longitude (E) 153°14.617' 153°14.618' 153°14.619' 153°15.381' 153°16.113' 153°16.940' 153°15.996' 153°15.997' 
水深(m) 2991 2991 2991 2209 1419 1200 1434 1434 
 
サンプル ID 1243Mn 1243Sed 1243Asw 1244Mn 1244Sed 1244Asw 
サンプル種別 マンガンクラスト 周辺堆積物 周辺海水 マンガンクラスト 周辺堆積物 周辺海水 
Latitude (N) 25º31.7454' 25º31.7342' 25º31.7454' 25º32.5580' 25º32.5581' 25º32.5582' 
Longitude (E) 135º33.5696' 135º33.5703' 135º33.5696' 135º34.6869' 135º34.6870' 135º34.6871' 
水深(m) 2079 2081 2079 1194 1525 1553 
 
サンプル ID 1442Mn 1442Sed 1442Asw 1443Mn 1444Mn 1444Sed 1444Asw1 1444Asw2 
サンプル種別 マンガンクラスト 周辺堆積物 周辺海水 マンガンクラスト マンガンクラスト 周辺堆積物 周辺海水 周辺海水 
Latitude (N) 25º40.078' 25º40.086' 25º40.078' 28º05.972' 25º40.604' 25º40.771' 25º40.368' 25º40.601' 
Longitude (E) 133º15.378' 133º15.371' 133º15.378' 132º16.192' 133º15.238' 133º15.210' 133º15.269' 133º15.244' 
水深(m) 1838 1832 1838 1585 1461 1409 1638 1460 
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Table 2-2 本実験で用いたプライマーリスト。定量 PCR用のプローブの蛍光色素には FAMを用いた。 
プライマー名 配列（５’- ３’） 目的遺伝子と用途 Reference 
UNI516F GTGBCAGCMGCCGCGGTAA 原核生物 16S rRNA遺伝子クローン解析 (Kato et al., 2009; Kato et al., 2010) 
UNI1407R GACGGGCRGTGTGTRCAA 原核生物 16S rRNA遺伝子クローン解析 
定量 PCR反応、定量 PCR標準試料 
(Kato et al., 2009; Kato et al., 2010) 
Arc8F TCYGGTTGATCCTGCRG 古細菌 16S rRNA遺伝子、定量 PCR標準試料 (Kato et al., 2009) 
Arc349F GYGCASCAGKCGMGAAW 古細菌 16S rRNA遺伝子、定量 PCR反応 (Takai and Horikoshi, 2000) 
Arc806R GGACTACYVGGGTATCTAAT 古細菌 16S rRNA遺伝子、定量 PCR反応 (Takai and Horikoshi, 2000) 
Arc516F TGYCAGCCGCCGCGGTAAHACCVGC 古細菌 16S rRNA遺伝子、定量 PCRプローブ (Takai and Horikoshi, 2000) 
EU27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 真正細菌 16S rRNA遺伝子、定量 PCR標準試料 (Kato et al., 2009) 
Uni1513R TACGGCTACCTTGTKWCGACTT 真正細菌 16S rRNA遺伝子、定量 PCR標準試料 (Kato et al., 2009) 
BACT1369F CGGTGAATACGTTCYCGG 真正細菌 16S rRNA遺伝子、定量 PCR反応 (Suzuki et al., 2000) 
PROK1492R GGWTACCTTGTTACGACTT 真正細菌 16S rRNA遺伝子、定量 PCR反応 (Suzuki et al., 2000) 
TM1389F CTTGTACACACCGCCCGTC 真正細菌 16S rRNA遺伝子、定量 PCR プローブ (Suzuki et al., 2000) 
amoA-1Fmod GGGGHTTYTACTGGTGGT 真正細菌 amoAクローン解析,定量 PCR反応 
定量 PCR標準試料 
(Hornek et al., 2006) 
amoA-rNEW CCCCTCBGSAAAVCCTTCTTC 真正細菌 amoAクローン解析,定量 PCR反応 
定量 PCR標準試料 
(Hornek et al., 2006) 
Arch-amoAF STAATGGTCTGGCTTAGACG 古細菌 amoAクローン解析,定量 PCR反応 
定量 PCR標準試料 
(Francis et al., 2005) 
Arch-amoAR GCGGCCATCCATCTGTATGT 古細菌 amoAクローン解析,定量 PCR反応 
定量 PCR標準試料 
(Francis et al., 2005) 
M13F GTAAAACGACGGCCAG 塩基配列決定  
M13R CAGGAAACAGCTATGAC 塩基配列決定  
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Table 2-3 アンモニア酸化菌培地組成 
 濃度 備考 
(NH4)2SO4 0.5 mM, 1 mM, 5 mM それぞれの濃度で作成 
Seasalt (sigma) 40 g/L  
KH2PO4 0.4 mM オートクレーブ後に加える 
KCl 1 mM  
CaCl2 2H2O 1 mM  
MgSO4 7H2O 0.2 mM  
Trace elements solution  1 ml/L 詳細は Table 2-4に示した 
0.04 % Bromothymolblue solution 5 ml/L  
HEPES buffer 2 mM, 4 mM, 20 mM (NH4)2SO4濃度の 4倍にする 
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Table 2-4 Trace elements solution 組成 
 濃度  
Na2-EDTA 4,292 mg/L (11.5 mM) 
FeCl2 4H2O 1,988 mg/L (10 mM) 
MnCl2 2H2O 81 mg/L (0.5 mM) 
NiCl2 6H2O 24 mg/L (0.1 mM) 
CoCl2 6H2O 24 mg/L (0.1 mM) 
CuCl2 2H2O 17 mg/L (0.1 mM) 
ZnCl2  68 mg/L (0.5 mM) 
Na2MoO4 2H2O 24 mg/L (0.1 mM) 
Na2WO4 2H2O 33 mg/L (0.1 mM) 
HBO3 62 mg/L (1 mM) 
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 Table 2-5 マンガン酸化菌用培地組成 
 
 
 
  
 濃度 備考 
Pepton 1 g/L, 2g/L Pepton 1g/L, YeastExtract 0.25 g/Lを Low-Nutrient 
Pepton 2 g/L, YeastExtract 0.5 g/LをMid-Nutrient
とした 
Yeast Extract 0.25 g/L, 0.5 g/L 
NaCl 8.766 g/L, 17.532 g/L, 35.064 g/L それぞれ Low-Salt, Mid-Salt, High-Saltとした 
HEPES 4.766 g/L  
Agar 15 g/L  
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第３章 
結果、考察  
Results 
3.1. 16S rRNA遺伝子の系統解析 
3.1.1. 真正細菌16S rRNA遺伝子クローンライブラリー解析、各クローンのTaxaについて 
 各マンガンクラスト、周辺堆積物、海水サンプルの16S rRNA遺伝子のクローンライブラリー解析を行ない、QIIME
により各サンプルでのTaxaの検出比率をまとめた (Figure 3-1)。  
 マンガンクラスト、堆積物からさまざまな Taxa に属するクローンが検出され、その数は海水から検出された Taxa
よりも多かった。海水のクローンライブラリー中の真正細菌では Alphaproteobacteria (紫色, Figure 3-1)、
Betaproteobacteria (黄色)、Deltaproteobacteria (水色)、Gammaproteobacteria (ピンク色)のProteobacteriaに属する
クローンが大きな割合を占めていた (69 ~89 %)。またマンガンクラスト、堆積物サンプルのクローンライブラリーでも
Proteobacteria は大きな割合を占めていたため（マンガンクラスト: 34 ~56 %、堆積物: 31 ~61 %）、これらの
Proteobacteria について詳細な Taxa を調べた。海水サンプルでは Alphaproteobacteria では Pelagibacteraceae や
Sphingomonadaceae、GammaproteobacteriaではMoraxellaceaeが多く検出されていた。一方、マンガンクラスト、
堆積物サンプルからはこれらの Taxa は検出されず、Alphaproteobacteria では Rhodospirillaceae や
Hyphomicrobiaceaeなど、GammaproteobacteriaではXanthomonadalesやMethylococcaceae、Chromatialesなど
が検出された。マンガンクラストと海水サンプル両方、また堆積物と海水サンプル両方から共通して検出された Taxa
は少なかった。すなわち海水サンプルにはマンガンクラストと堆積物サンプルとは異なる系統群が存在していることが
わかった。 
 
3.1.2. Thaumarchaeota, Marine Group IおよびNitrosospira属のアンモニア酸化菌について 
 16S rRNA遺伝子クローンライブラリー中でどのサンプルからも検出され、かつその検出比率も高かったTaxaとし
てThaumarchaeotaに属するクローンがあった （Figure 3-1）。またすべてのサンプルではないが、マンガンクラスト
と堆積物の多くのサンプル  (953Mn, 955Mn, 957Mn05, 957Mn16, 1243Sed, 1244Sed, 1442Sed)から
BetaproteobacteriaのNitrosospira属のクローンが検出された。 
 これらの検出されたThaumarchaeotaに属するクローンをBLASTサーチや系統樹により解析すると、これらのクロ
ーンはMarine Group Iに属することがわかった。Marine Group Iは環境メタゲノム解析や地球化学的な解析によりア
ンモニア酸化、炭素固定を行なっている可能性が示唆されている (Pearson et al., 2001; Wuchter, 2004)。またMarine 
Group Iに属する単離株、Nitrosopumilus maritimus SCM1が単離されており、この株はアンモニア酸化によりエネ
ルギーを得て、独立栄養的に生育する (Könneke et al., 2005)。独立栄養性アンモニア酸化菌を含むMarine Group Iに
属するクローンがマンガンクラストから検出されたということから、マンガンクラスト上に独立栄養性アンモニア酸化
古細菌の存在が示唆された。 
 Marine Group Iは16S rRNA遺伝子の系統樹から、いくつかのサブクラスに分かれることが知られている (Durbin 
and Teske, 2010)。そこで検出されたMarine Group Iのうち、検出比率の大きかった配列をもとに系統樹を作成し、こ
のサブグループについて検討した (Figure 3-2)。その結果、マンガンクラストと堆積物から検出されたMarine Group I
はAlpha、Eta-Kappa-Upsilon、Epsilon-Zeta-Thetaサブクラスに属していた。一方、海水から検出されたMarine Group 
IはGammaサブクラスに属していた。これはマンガンクラストと堆積物の固形試料、海水の液体試料という環境の違
いを反映しているのかもしれない。 
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 また Nitrosospira 属にはアンモニア酸化真正細菌が含まれている。培養株の代表的なものとして、Nitrosospira 
multiformis ATCC 25196 (Watson et al., 1971)があげられる。これらアンモニア酸化真正細菌はアンモニア酸化によっ
てエネルギーを得て、独立栄養的に生育できる。Nitrosospira属に近縁なクローンがマンガンクラストサンプルから検
出されたことは、マンガンクラストにアンモニア酸化真正細菌が存在することを示唆している。 
 
3.1.3. Nitrospira属の亜硝酸酸化細菌について 
 1244Mn, 1444Mnを除いた６つのマンガンクラストサンプル、1243Sed, 1244Sed, 1442Sedを除いた3つの堆積物
サンプルからはNitrospira属に近縁なクローンが検出された。このTaxaにはNitrospira marina という分離株があり 
(Watson et al., 1986)、亜硝酸酸化細菌が含まれている。N. marinaは亜硝酸を硝酸に酸化することでエネルギーを得る
独立栄養性細菌である。 
 亜硝酸酸化菌は硝化の過程のうち、亜硝酸から硝酸への酸化に大きな役割を果たしている。前述したアンモニア酸化
菌に加え、亜硝酸酸化菌がマンガンクラスト、堆積物サンプルから検出されたということは、マンガンクラスト、堆積
物では硝化作用が起きていると考えられる。 
 
3.1.4. マンガン酸化菌、鉄酸化菌について 
 マンガンクラスト、堆積物、海水それぞれの微生物群集を解析、それぞれのクローンの TaxaをQIIMEにより推定
した (Figure 3-1)。しかし既知のマンガン酸化菌 (例えば Pseudomonas, Bacillus)や鉄酸化菌 (例えば Leptothrix, 
Boogerd and de Vrind, 1987)はマンガンクラスト、堆積物サンプルから検出されなかった。一方、海水サンプルからは
Bacillus属に近縁なクローンが検出された (1243Asw_48u, 1244Asw_87u, 1244Asw_39u)。 
 このことはマンガンクラスト、堆積物にマンガン酸化菌、鉄酸化菌がいない、もしくは存在量が少ないことを示唆し
ているが、PCRプライマーとの相性の問題、PCRバイアスによって検出されない可能性は残る。 
 
3.1.5. マンガンクラストから検出されたEuryarchaeotaについて 
 マンガンクラスト、堆積物、海水サンプルから検出された古細菌に属するクローンは、そのほとんどが
Thaumarchaeotaに属する配列だった。古細菌に属するクローンのうち Euryarchaeotaに属するクローンはマンガン
クラストから5つ、堆積物から9つ、海水から1つ、検出された。 
 マンガンクラスト、堆積物から検出されたクローンを BLAST サーチにより検索すると Methanococci、
Methanobacteria、Methanomicrobia、Archaeglobi、Methanobacteria の配列と相同であった。しかし、その配列相
同性は74 ~ 88 %といずれも低い値だった。このことからマンガンクラストや堆積物中には新規のEuryarchaeotaの存
在が示唆された。 
 海水から検出されたEuryarchaeotaに属するクローンに近縁な配列を、BLASTサーチにより検索すると、これらの
クローンはMarine Group IIに近縁であることがわかった (配列相同性: 99 %)。このMarine Group IIについては後述
する。 
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3.1.6. Cyanobacteria、Marine Group IIについて 
 一部の海水サンプルから Cyanobacteria 門に属するクローンがいくつか見つかった (957Asw15u、 957Asw91u、
1442Mn27u)。そのうちの２つはProchlorococcusに近縁なものであった (957Asw91u、 1442Mn27u)。また前述した
ようにMarine Group IIに近縁なクローンが見つかった (957Asw50u)。 
 Prochlorococcus は海洋性の Cyanobacteria の１つで海洋全体に幅広く分布していることが知られている(Scanlan 
and West, 2002)。またMarine Group IIは海洋に分布するEuryarchaeotaであり、海洋表層で細胞数が多く、水深が
深くなると細胞数が少なくなる (Mincer et al., 2007)。このMarine Group IIは未だ培養に成功していないが、メタゲ
ノム解析からそのゲノム配列が明らかになっており、その代謝機能についても推定されている (Iverson et al., 2012)。
その推定によると、このMarine Group IIは光合成従属栄養性であるとされている。 
 957Asw、1442Mnの海水サンプルを採取した水深はそれぞれ1,434 m、1,838 mであり、光はまったく届かない。
これらの水深の海水中に光合成による代謝系を持つProchlorococcusやMarine Group IIが生息しているとは考えにく
い。これは海水表層からマリンスノーとして降ってきた生物遺骸、もしくはニスキンボトルを装着した潜水艇の引き上
げ時、あるいはニスキンボトルから海水を分ける際に混入したものと考えられる。 
 
3.2. 16S rRNA遺伝子、分子系統解析の結果について 
3.2.1. 多様性解析について 
 マンガンクラスト、堆積物、海水サンプルの16S rRNA遺伝子データセットそれぞれの多様性データをQIIMEによ
り解析した (Table3-1)。マンガンクラスト表層サンプルのChao1の値を見ると、100 ~ 256まで様々な値であった。こ
れを他の種類のサンプルと比べると、堆積物サンプルでは109 ~ 408 とさらに幅広い値であった。しかし、堆積物サン
プルのChao1の値は109、113、167、173、222、408であり、408を例外として考えると、109 ~ 222でマンガンク
ラスト表層サンプルと大きな差はない、つまりマンガンクラスト表層と堆積物とでは同じくらいの種類の微生物が存在
すると考えられる。一方、海水サンプルでは25 ~ 106 と、マンガンクラストや堆積物サンプルに比べて低い値だった。 
 多様性データのCoverageを見るとマンガンクラストサンプルは38 ~ 63 %、堆積物サンプルは31 ~ 65 %、海水サン
プルは 47 ~ 89 % であった (Table 3-1)。海水サンプルの１つである 1442Asw は 47 %と相対的に低かった。この
1442Aswサンプルでのクローン数が51と比較的少ない数であるためにCoverageが低くなったと考えられる。このサ
ンプル以外ではCoverageは75 ~ 89 %と高い値である。このことから、今回の解析では海水サンプルに存在する微生
物種のほとんどをカバーしていると考えられる。マンガンクラスト、堆積物サンプルではクローン数が比較的多いサン
プルであっても、Coverageは65 %程度である。このことはマンガンクラスト、堆積物サンプルには、検出されなかっ
た微生物種がさらに存在することを示している。またRarefaction curve (Figure 3-3 ~ 3-9)を見ると海水サンプルでは
グラフが飽和傾向を示すが、マンガンクラスト、堆積物サンプルではグラフはほとんど直線であることからも裏付けで
きる。 
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3.2.2. mothurによるshared chao1について 
 水深が互いに近いマンガンクラスト、堆積物、海水サンプルの16S rRNA遺伝子データセットをmothurによりサン
プル間での shared chao1を計算し、ベン図に表した (Figure 3-10, 11)。 
 拓洋第５海山, 2991 mから採取したマンガンクラスト、堆積物、海水を比較すると、マンガンクラスト、堆積物の２
者と海水とでは共通する種がほとんど存在しないことがわかった (Figure 3-10A; 0 ~ 1種)。この傾向は拓洋第５海山の
他の水深 (Figure 3-11A 1419 m: 0種)や他の海域の海山 (Figure 3-10B, 11B 流星海山: 0種、 Figure 3-10C, 11C 大
東海嶺: 0 ~ 1種)でも同様だった。このことからマンガンクラストと海水とではほとんど共通する種がいないことが示さ
れた。これは検出されたマンガンクラスト、堆積物のクローンに海水由来のクローンがほとんど含まれていないことを
示している。 
 一方、マンガンクラストの種のうちおおよそ2 ~ 3割程度が堆積物と共通する種であることがわかった (Figure 3-10, 
11; 20 ~ 47種)。これはマンガンクラストと堆積物の微生物群集が似ていることを示唆している。その原因としてマン
ガンクラスト、堆積物が海底面で接触しているためにその栄養塩等を共有していることが考えられる。 
 
3.2.3. Jackknife clusteringによる微生物群集の比較 
 マンガンクラスト、堆積物、海水サンプルの16S rRNA遺伝子データセットを用いてQIIMEのJackknife clustering
により微生物群集を比較した (Figure 3-12)。 
 その結果、マンガンクラストと堆積物のクレード、海水のクレードの２つのクレードに大きく分かれた。このことは
他の微生物群集から検出されたクローンのTaxaの比較やmothurによる shared chao1の比較の結果と一致していた。
すなわち海水は、マンガンクラスト、堆積物の２つとは異なる微生物群集であることを示唆している。マンガンクラス
トと堆積物のクレード内での微生物群集の違いを比較したが、ほとんどのノードでのブートストラップ確率が低く、ク
レード内での分岐は信頼性が低いと考えられる。またサンプルの種類だけでなく、海域、水深、その現場の溶存酸素濃
度という点にも着目したが、これらの要因ごとの分岐の傾向はみられなかった。 
 
3.2.4. マンガンクラストの微生物群集の多様性と溶存酸素濃度の関係性について 
 マンガンクラストの微生物群集の多様性 (Chao1)と溶存酸素濃度をプロットしたグラフを作成した (Figure 3- 13)。
その結果、この２つにはゆるやかな相関関係があることがわかった (R2 =0.56749)。また堆積物もしくは海水の微生物
群集の多様性と溶存酸素濃度についても同様の検討を行ったが、相関関係はみられなかった (Figure 3-14, 15)。 
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3.3. amoA遺伝子の系統解析結果 
3.3.1. Bacteria amoA遺伝子の系統について 
 マンガンクラスト、堆積物サンプルについてBacteria amoA遺伝子のPCR増幅を行い、クローンライブラリーを作
製、系統解析を行なった (Figure 3-16, Table 3-2)。海水サンプルではPCRサイクル数を40まで増やす、あるいはテ
ンプレート量を増やすなどの条件検討を行なったがPCR増幅は確認できなかった (data not shown)。 
 検出された amoA遺伝子配列情報をもとにmothurを用いて、多様性データを解析した (Table 3-2)。amoA遺伝子
配列を配列相同性 98 %以上で１つの系統型とする基準で解析した。マンガンクラストからは 1サンプル当たり 6 ~11
の系統型、堆積物からは1サンプル当たり8 ~10の系統型が検出された。一部のサンプルは解析した配列数が少ないも
のの、Coverageは73 ~98%といずれのサンプルでも高い値を示しており、今回の解析でそのほとんどがカバーできた
と考えられる。 
 マンガンクラスト、堆積物から検出された amoA 遺伝子に相同な配列を Blast X により検索すると、
BetaproteobacteriaのNitrosospira属のamoA遺伝子と高い相同性 (88 ~90%程度)があることがわかった。このこと
は 16S rRNA遺伝子クローンライブラリー解析でNitrosospira属に近縁なクローンが検出されたことと一致する。し
かし検出比率の高かったクローンを用いて系統樹を作製したところ (Figure 3-16)、マンガンクラスト、堆積物から検出
された amoA遺伝子はBetaproteobacteria培養株の amoA遺伝子とは異なるクレードに属していた。このことからマ
ンガンクラストに存在するアンモニア酸化真正細菌は深海の低温、高圧、貧栄養という環境に適応したグループである
可能性がある。 
 
3.3.2. Archaea amoA遺伝子の系統について 
 マンガンクラスト、堆積物、海水のサンプルについてArchaea amoA遺伝子のクローンライブラリーを作製し、系統
解析を行なった (Figure 3-17, Table 3-3)。Bacteria amoA遺伝子と同様に、配列相同性98 %以上で１つの系統型とす
る基準で解析した。 
 mothurを用いてArchaea amoA遺伝子をもとに多様性データを解析した (Table 3-3)。マンガンクラストからは 1
サンプル当たり13 ~24の系統型、堆積物からは1サンプル当たり19 ~25の系統型が検出された。系統型の数では大き
な差はみられなかったが、Coverageではマンガンクラストが47 ~94 %、堆積物が55 ~74 %とサンプルによって大き
な差がみられた。 
 Blast XによりArchaea amoA遺伝子に相同な配列を検索すると、Marine Group Iの単離株であるNitrosopumilus 
maritimus SCM1 と高い相同性を示した。以前の研究により、Archaea amoA 遺伝子は Sediment, Sediment/Soil, 
Water Column A/Bのクラスターにわかれることが示されている (Francis et al., 2005)。そこで検出比率の高かった
Archaea amoA遺伝子配列をもとに系統樹を作製した (Figure 3-17)。その結果、海水から検出されたamoA遺伝子は
Water Column Bのクレードに属していたが、マンガンクラスト、堆積物から検出されたamoA遺伝子はSedimentの
クレードに属していた。海水のamoA遺伝子がマンガンクラスト、堆積物のクレードとは異なるクレードに属するとい
う点で、Marine Group Iに属する16S rRNA遺伝子を用いた系統樹の結果と一致していた。 
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3.4. 定量PCRによる微生物存在量の推定 
3.4.1. 16S rRNA遺伝子の定量PCR結果 
 マンガンクラスト、堆積物、海水各サンプルの16S rRNA遺伝子コピー数を定量PCRによって推定した (Figure 3-18)。
16S rRNA遺伝子は生物種によってもコピー数が異なることが知られている。そこで細胞数を推定する際にはこれまで
に16S rRNA遺伝子コピー数がわかっている全ての生物種のデータを rrnDBで参照し、平均16S rRNA遺伝子コピー
数を計算し、その平均16S rRNA遺伝子コピー数 (真正細菌: 4.06コピー、古細菌: 1.77コピ )ーで各サンプル単位量当
たりの16S rRNA遺伝子コピー数を割ることで単位量当たりの細胞数を求めた。 
 マンガンクラストサンプルでは107 ~ 108 cells/g程度の真正細菌と106 ~ 107 cells/g程度の古細菌が存在すると推定さ
れた。また堆積物サンプルでは108 ~ 109 cells/g程度の真正細菌と107 ~ 109 cells/g程度の古細菌が存在すると推定され
た。この細胞数はマンガンクラストと比べると、１桁程度多い細胞数であった。堆積物の方で微生物細胞数が多いのは、
堆積物の方が砂状で表面積が多いために細胞数が多くなったのではないかと考えられる。 
 一方、海水サンプルでは102 ~ 103 cells/ml程度の真正細菌と101 ~ 102 cells/ml程度の古細菌が存在すると推定され
た。つまりマンガンクラスト、堆積物中には海水に比べて数桁多い微生物細胞数がいることがわかった。このことから
マンガンクラスト、堆積物への海水の微生物のコンタミネーションはほとんど無視できると考えられる。 
 
3.4.2. amoA遺伝子の定量PCR結果 
 マンガンクラスト、堆積物、海水各サンプルのBacteriaとArchaeaのamoA遺伝子コピー数を定量PCRによって
推定した (Figure 3-19)。海水サンプル (#953Aswと#957Asw)では、Bacteria amoA遺伝子の 
増幅が見られなかったため、Not detectedとした。 
 マンガンクラストサンプルでは105 ~106 copy/g程度のBacterial amoA遺伝子と105 ~106 copy/g程度のArchaea 
amoA遺伝子の存在が推定された。また堆積物サンプルでは107 copy/g程度のBacterial amoA遺伝子と105 ~106 copy/g
程度のArchaea amoA遺伝子の存在が推定された。一方、海水サンプルでは102 copy/ml程度のArchaea amoA遺伝子
の存在が推定された。 
 Nitrosospira multiformis ATCC 25196のゲノム解析からamoA遺伝子はゲノムに2コピーある (Norton et al., 
2008)。またNitrosopumilus maritimus SCM1のゲノム解析からamoA遺伝子はゲノムに1コピーある (Walker et al., 
2010)。これらの数値をもとにアンモニア酸化菌の細胞数を推定し、アンモニア酸化菌の真正細菌、古細菌における割
合を推定すると、アンモニア酸化真正細菌は真正細菌の1 ~14 %、アンモニア酸化古細菌は古細菌の2 ~78 %を占めて
いることがわかった。 
  
 49 
3.5. アンモニア酸化菌の培養 
3.5.1. アンモニア酸化菌培地の観察 
 まず培養中のアンモニア酸化菌培地を肉眼および蛍光顕微鏡により観察した。アンモニア酸化菌培地は白い濁りが観
察できた。しかし植菌していないコントロール培地でも同様の白い濁りが観察できた。また蛍光顕微鏡観察をした際に
も、結晶のような構造が観察できたことから培地成分が結晶化したと考えられる。また蛍光顕微鏡観察によって微生物
細胞と思われる像が観察できた。 
 
3.5.2. アンモニア酸化菌培地中アンモニア、亜硝酸濃度の測定 
 アンモニア酸化菌培地中のアンモニア濃度、亜硝酸濃度を測定した。いくつかの培地中でアンモニアの減少が確認で
きた。これはアンモニア酸化菌の生育にともなったアンモニア消費だと考えられる。しかしアンモニア酸化によって生
成すると考えられる亜硝酸の濃度を測定したところすべての培地で亜硝酸は検出できなかった。これは同時に生育した
亜硝酸酸化菌によって亜硝酸が硝酸に酸化されたためか、その他に生育した微生物が窒素源として利用したためである
と考えられる。 
 
3.5.3. アンモニア酸化菌培地に生育した微生物の遺伝子解析 
 アンモニア酸化菌培地に生育した微生物の16S rRNA遺伝子のPCR増幅を確認できた。しかし、BacteriaとArchaea
のamoA遺伝子ではPCR増幅を確認できなかった。そこでどのような系統の16S rRNA遺伝子か確認するためにPCR
産物をクローニングし、シークエンシングで塩基配列決定、BLASTサーチした。シークエンスした結果、その配列は
AcinetobacterやPseudoalteromonasに属する配列だった。これらは従属栄養菌である。これは培地中にわずかに入っ
た有機物を利用して生育した結果だと考えられる。 
 
3.6. マンガン酸化菌の培養 
3.6.1. マンガン酸化菌培地の観察 
 航海中にサンプル懸濁液を塗布したプレートを1 ~ 2週間程度インキュベートした後、プレートを観察した。広がっ
たような形状など様々な形のコロニーがいずれの塩濃度、有機物濃度のプレートでも10 ~ 20個程度、確認できた。こ
れらのコロニーをストリークにより単離した。それらマンガン酸化菌候補のマンガン酸化能の有無を、長期間の培養で
検討した。しかし、マンガン酸化物の黒い沈殿を形成したマンガン酸化菌候補はなかった。 
 
3.6.2. マンガン酸化菌候補の微生物の遺伝子解析 
 マンガン酸化菌候補のうち、そのいくつかの菌株の16S rRNA遺伝子をPCR増幅、シークエンスによって確認した。
その結果、そのすべてがPseudoalteromonasに属する配列だった。培地中に有機物が入っているため、目的以外の従
属栄養性細菌も数多く生育したと考えられる。その中でも生育速度の速い微生物が優占したのではないかと考えられる。 
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Discussion 
16S rRNA遺伝子によるマンガンクラスト、堆積物、海水の微生物群集の比較 
 さまざまな海域、海山から採取したマンガンクラスト、堆積物、海水の微生物群集をQIIMEやmothurにより分子
系統解析により比較した。いずれの海域、水深のマンガンクラストでも、それを海水の微生物群集と比較すると、両者
に共通して検出された系統群はほとんど存在しないことが示された。このことからNitahara et al., 2011で示されたマ
ンガンクラストと海水とでは微生物群集が異なるという特徴は海域、水深に関係なく、普遍的なものであるということ
が明らかとなった。 
 マンガンクラストの採取の際に表層 (もしくは現場の)海水が混入した可能性が考えられるが、現場の海水の微生物と
共通した種が少ない、またマンガンクラストサンプルから光合成細菌が検出されていないということは、たとえ混入し
ていたとしてもその量が少なく、海水による影響は無視できる程度のものであると考えられる。 
 一方、堆積物とマンガンクラストとで共通して検出されたTaxaがいくつかあり、mothurによる共通する種の推定
でもおよそ3割程度が共通であることが示された。そこでJackknife clusteringによる微生物群集同士の比較を行なっ
たが、マンガンクラスト、堆積物の微生物群集の違いはブートストラップ確率が低く、その違いは明らかにならなかっ
た。これはマンガンクラストと堆積物とが現場環境で隣り合って存在しているために、マンガンクラスト、堆積物とい
う別々の環境ではなく、マンガンクラスト-堆積物という１つの環境になったために微生物群集の違いが現れなかったと
考えられる。またこれらの微生物群集を水深、海域、溶存酸素濃度という点で比較しても、それらの要因による微生物
群集の変化はみられなかった。 
 Tullyらによるマンガンノジュールと堆積物の比較解析では、その２者の微生物群集は異なっていた (Tully and 
Heidelberg, 2013)。一方、本研究のマンガンクラストと堆積物の比較解析では、その２者の微生物群集に明確な差はみ
られなかった。これらの特徴の違いはつぎにあげる要因が大きく影響していると考えられる。 
 １）解析の前のサンプリング手順による影響。Tullyらの解析では、オートクレーブ滅菌した0.2 µmろ過海水により、
サンプリングしたマンガンノジュール表面を洗浄している。一方、本研究ではそのような洗浄操作は行なっていない。
この洗浄作業により、マンガンノジュールに弱く接着している微生物が洗い流されたかもしれない。あるいはこの洗浄
作業をしなかったことで、堆積物から混入した微生物がマンガンクラスト表層に残っていて、微生物群集に影響したの
かもしれない。 
 ２）マンガンクラスト、マンガンノジュールの性質による影響。第１章、概略紹介でも述べたように、マンガンクラ
スト、ノジュールの見た目はよく似ているが、その構成する元素には違いがあり (例えばFeの含有量)、その成長プロ
セスも異なる。その要因が微生物群集に影響したのかもしれない。 
 ３）PCRプライマーあるいはPCRバイアスによる影響。環境サンプルのようにさまざまな配列が含まれるテンプレ
ートをPCR増幅した場合、そのもともとの存在比は保持されないことがある (Suzuki and Giovannoni, 1996; Polz and 
Cavanaugh, 1998)。また16S rRNA遺伝子をターゲットとするどんなプライマーであっても、すべての原核生物を増
幅できるわけではない。したがってこれらのPCRという方法そのものにあるバイアスによって元々の微生物群集組成
が変化して、マンガンクラスト (ノジュール)と堆積物の比較解析に影響した可能性がある。したがって、マンガンクラ
ストと堆積物の微生物群集の違いについて、今後検討する場合は複数のプライマーセットにより解析を行なう、あるい
はこのようなバイアスのかからない方法により比較する必要があるかもしれない。 
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マンガンクラストのアンモニア酸化菌とその役割 
 本研究で解析したマンガンクラストサンプルいずれからもアンモニア酸化古細菌を含むMarine Group Iに属するク
ローンが検出された。またほとんどのマンガンクラストサンプルからアンモニア酸化真正細菌を含むNitrosospira属に
近縁なクローンが検出された。16S rRNA遺伝子の系統解析のみでは、その微生物の性質を断定することはできないが、
BacteriaとArchaeaのamoA遺伝子がマンガンクラストサンプルから検出されたことはアンモニア酸化真正細菌、ア
ンモニア酸化古細菌がマンガンクラストに存在することをサポートしている。 
 またBacteria、ArchaeaのamoA遺伝子の定量PCRの結果から、アンモニア酸化真正細菌が真正細菌の1 ~14 %、
アンモニア酸化古細菌は古細菌の2 ~78 %を占めていることがわかった。また検出されたアンモニア酸化菌は炭素固定
を行う、独立栄養性細菌であることが知られている。これらのことからマンガンクラストの微生物生態系において、ア
ンモニア酸化菌は有機物を生産する一次生産者としての役割を担っていると考えられる。 
 
Marine Group Iのサブクラス系統について 
 本研究で検出されたMarine Group Iの16S rRNA配列で系統樹を作成し、Marine Group Iのサブクラスについて
検討したところ、マンガンクラストと堆積物から検出されたそれは Alphaサブクラス、Eta-Kappa-Upsilon サブクラ
ス、Epsilon-Zeta-Thetaサブクラスに属していた。一方、海水から検出されたMarine Group IはGammaサブクラス
に属していた。Marine Group Iに属する培養種はAlphaサブクラスに属するN. maritimus とサブクラスの定義され
ていないC. symbiosumしかなく、したがって他のサブクラスのMarine Group Iの性質は不明である。 
 しかし、16S rRNA遺伝子系統解析では同じ種に分類されるのにも関わらず、マンガンクラストと堆積物、海水とい
う性質の異なる環境で異なる系統のMarine Group Iが検出されていた。このことのことはそれぞれのサブクラスで性
質が異なる可能性を示唆している (例えば固体表面への接着能の有無)。 
 
マンガンクラスト、堆積物、海水中のマンガン酸化菌について 
 マンガンクラスト、堆積物の微生物群集を解析したが既知のマンガン酸化菌、鉄酸化菌 (例えばBacillus, Leptothrix)
は検出されなかった。一方、海水中からBacillus属に近縁なクローンが数は少ないが検出された。 
 マンガン酸化の機能遺伝子解析は行なっていないため、このBacillus属に近縁なクローンがマンガン酸化を行なって
いるかどうかは不明である。しかし仮にこのBacillus属に近縁な菌がマンガン酸化の機能を持っているとすれば、マン
ガンクラスト形成におけるマンガン酸化は海水中で起きていることになる。マンガンクラストや堆積物中から、これら
の系統のクローンが検出されなかったということからマンガンクラスト、堆積物中にマンガン酸化菌がいない可能性が
考えられるが、ある菌がいないことを証明するのはまず不可能であること、PCRという手法上の問題もあり、結論は出
せない。また検出されたBacillus属がマンガン酸化能を持っているかどうかについても検討する必要がある。 
 そこで今後はマンガン酸化に関与する遺伝子 (例えばmnxAからmnxG, van Waasbergen et al., 1996)を対象とした
解析を行なう必要がある。また未知のマンガン酸化菌 (あるいは検出されていない既知のマンガン酸化菌)を解析するた
めに、マンガン酸化菌を対象とした分離培養が重要な課題である。 
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微生物群集から検出されたArchaea、特にEuryarchaeotaの系統について 
 マンガンクラスト、堆積物の16S rRNA遺伝子クローンライブラリーから検出されたArchaeaの系統を調べると、
その大部分がThaumarchaeotaに属していた。数は少ないものの、Euryarchaeotaに属するクローンも検出された。
これらのクローンはArchaeoglobiやMethanococciなどの系統と74 ~88 %の相同性を示した。この値は同属とする基
準 (97 %)よりも低いため、新しい系統である可能性がある。 
 16S rRNA遺伝子の系統解析では、その微生物の代謝機能を推定することは難しい。16S rRNA遺伝子のGC含量と
その生物の至適生育温度とに相関関係があるということが知られている (Galtier and Lobry, 1997)。そこでこれらの
EuryarchaeotaのGC含量を計算したところ、これらのクローンのGC含量はほとんどが49 ~54 %で、そのうち１つ
が59 %であった。49 -59 %という値は論文中のグラフの範囲外ではあるが、外挿すると至適生育温度は10 -20 ℃程度
であると考えられる。 
 またArchaeoglobiやMethanococciなどの培養株Archaeoglobus fulgidus (至適生育温度 83 ℃、GC含量 63.9 %、
Stetter, 1988)、Methanothermobacter thermautotrophicus (至適生育温度 65 -70 ℃、GC含量 58.0 %、Zeikus and 
Wolfe, 1972)、 Methanococcus maripaludis (至適生育温度 35 -39 ℃、GC含量 54.9 %、Jones et al., 1983) と比較
してもGC含量が常温菌と同程度か少し低い程度であるため、これらの系統は好冷菌ないし常温菌であると考えられる。 
 本研究で用いたプライマーセット (UNI516F、UNI1407R)がArchaeaドメイン全体のうちどのくらいをカバーして
いるのかをRDPのProbe Matchで調べた。UNI516Fは117648/140758 (約84 %)、UNI1407Rは16433/140758 (約
12 %)のヒットという結果だった。したがってUNI1407RではArchaeaの配列の大部分は増幅できない。このことか
らマンガンクラストの微生物群集には新規のEuryarchaeaも含め、さらに多くの種類のArchaeaが存在すると考えら
れる。 
 
マンガンクラストの微生物群集の多様性と溶存酸素濃度の関係性について 
 マンガンクラストの微生物群集の多様性 (Chao1)とサンプリング現場の溶存酸素濃度をグラフにプロットしたとこ
ろ、ゆるやかな相関関係がみられた。これはマンガンクラストの微生物生態系でのアンモニア酸化菌による一次生産が、
酸素濃度が大きくなるにともなって大きくなり、その有機物を栄養源とする従属栄養性細菌の数が増えて微生物種が増
えるのではないかと考えられる。 
 一方、堆積物、海水の多様性と溶存酸素濃度をグラフにプロットすると、相関関係はみられなかった。堆積物では堆
積物表層から深くなるにつれ、酸素や有機物の濃度が低くなり、それにともなって微生物群集が変化すると考えられる。
堆積物をプッシュコアで採取する際にプッシュコアから砂状の堆積物が落ちてしまい、堆積物表層と下部で混ざりあっ
てしまったために微生物群集の多様性と溶存酸素濃度の相関関係が見られなくなったのだと考えられる。海水サンプル
で相関関係がみられなかったのは海水の微生物群集では酸素濃度が微生物群集を規定する要因ではないと考えられる。 
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アンモニア酸化菌の培養、単離について 
 マンガンクラスト、堆積物、海水サンプルからアンモニア酸化菌を培養しようと試みたが、生育した微生物のすべて
が従属栄養性細菌だった。これは生育速度の遅いアンモニア酸化菌が、生育速度の速い従属栄養性細菌に数で負けてし
まったためであると考えられる。またアンモニア酸化真正細菌および古細菌は光によって生育が阻害される (Merbt et 
al., 2012)。したがって植え継ぎやサンプル採取の際に光に長く当ててしまったことがアンモニア酸化菌の生育を阻害し
た可能性もある。 
 したがって今後アンモニア酸化菌の培養、単離を成功させるために必要なこととして、(1)従属栄養性細菌の増殖を抑
える、(2)生育したアンモニア酸化菌を安定的に維持することがあげられる。 
 
マンガン酸化菌の培養、単離について 
 マンガンクラスト、堆積物、海水サンプルを滅菌海水に懸濁、マンガン酸化菌培養プレートに塗布し、多くの分離株
を得た。しかし得た分離株のなかでマンガン酸化活性を示した株はなかった。マンガン酸化菌は従属栄養性であり、培
地に有機物を加える必要がある。そのためマンガン酸化活性を持たない従属栄養性細菌が多く生育したため、目的以外
の菌を多く拾ってしまったと考えられる。したがって目的以外の菌を排除する方法、あるいは目的の菌を簡便にスクリ
ーニングし、目的のものを選び出す戦略が重要であると考える。 
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Figures 
 
Figure 3-1.  
16S rRNA遺伝子クローンの各 Taxaの検出比率のグラフ。縦軸はサンプル ID、カッコ内に水深を示している。 
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 Figure 3-2.  
Marine Group Iの 16S rRNAの最尤系統樹、phyML ver. 3.0を用いて作成した (ブートストラップ回数: 100回)。本研究で検出されたクローンは太字、色付き文
字で表した (マンガンクラスト: 赤色、堆積物: 緑色、海水: 青色)。各ノードの数字はブートストラップ確率を示している（50以下は表示していない）。系統樹作
成には 104配列、778座位を用いた。 
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Figure 3-3.  
真正細菌と古細菌の系統型の Rarefaction curve。97 %以上の配列相同性で同じ系統型であるという基準を用
いた。赤色の記号はマンガンクラスト、緑色は堆積物、青色は海水をそれぞれ表している。また四角は 953Dive 
(拓洋第５海山)、三角は 1243Dive (流星海山)、丸は 1442Dive (大東海嶺)のサンプルをそれぞれ表している。 
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Figure 3-4.  
拓洋第５海山、953Diveのそれぞれのサンプルの真正細菌と古細菌の系統型 Rarefaction curve。97 %以上
の配列相同性で同じ系統型であるという基準を用いた。赤色の記号はマンガンクラスト、緑色は堆積物、青
色は海水をそれぞれ表している。 
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Figure 3-5.  
拓洋第５海山、955Diveと 957Diveのそれぞれのサンプルの真正細菌と古細菌の系統型 Rarefaction curve。
97 %以上の配列相同性で同じ系統型であるという基準を用いた。赤色の記号はマンガンクラスト、緑色は堆
積物、青色は海水をそれぞれ表している。赤色の四角は 955Mn、赤い三角は 957Mn05、赤い丸の記号は
957Mn16、緑色の丸は 957Sed、青色の丸は 957Aswを表している。 
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Figure 3-6. 
流星海山、1243Diveのそれぞれのサンプルの真正細菌と古細菌の系統型 Rarefaction curve。97 %以上の配
列相同性で同じ系統型であるという基準を用いた。赤色の記号はマンガンクラスト、緑色は堆積物、青色は
海水をそれぞれ表している。 
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Figure 3-7.  
流星海山、1244Diveのそれぞれのサンプルの真正細菌と古細菌の系統型 Rarefaction curve。97 %以上の配
列相同性で同じ系統型であるという基準を用いた。赤色の記号はマンガンクラスト、緑色は堆積物、青色は
海水をそれぞれ表している。 
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Figure 3-8.  
大東海嶺、1442Diveのそれぞれのサンプルの真正細菌と古細菌の系統型 Rarefaction curve。97 %以上の配
列相同性で同じ系統型であるという基準を用いた。赤色の記号はマンガンクラスト、緑色は堆積物、青色は
海水をそれぞれ表している。 
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Figure 3-9.  
大東海嶺、1443Dive、1444Diveのそれぞれのサンプルの真正細菌と古細菌の系統型 Rarefaction curve。97 %
以上の配列相同性で同じ系統型であるという基準を用いた。赤色の記号はマンガンクラスト、緑色は堆積物、
青色は海水をそれぞれ表している。赤色の四角は 1443Mn、赤色の丸は 1444Mn、緑色の丸は 1444Sed、青
色の丸は 1444Asw1、青色の三角は 1444Asw2を表している。 
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Figure 3-10.  
Mothurによるマンガンクラスト、堆積物、海水の shared chao1のベン図。 
A. 拓洋第５海山、2991 m (953 Dive) で採取したマンガンクラスト、堆積物、海水。 
B. 流星海山、2079 m (1243 Dive) で採取したマンガンクラスト、堆積物、海水。 
C. 大東海嶺、1838 m (1442 Dive) で採取したマンガンクラスト、堆積物、海水。 
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 Figure 3-11.  
Mothurによるマンガンクラスト、堆積物、海水の shared chao1のベン図。 
A. 拓洋第５海山、1419 m (957 Dive) で採取したマンガンクラスト、堆積物、海水。 
B. 流星海山、1194 ~ 1525 m (1244 Dive) で採取したマンガンクラスト、堆積物、海水。 
C. 大東海嶺、1461 ~ 1638 m (1444 Dive) で採取したマンガンクラスト、堆積物、海水。 
 
 
 
 
 
 
  
 65 
 Figure 3-12.  
QIIMEを用いた Jackknife clustering解析の結果。マンガンクラストは赤色、堆積物は緑色、海水は青色で
示した。サンプル ID、採取した水深、海山、その地点の溶存酸素濃度を示した。各ノードの記号はブートス
トラップ確率を示している（†: 50-75、††: 75-100、50以下は示していない）。 
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 Figure 3-13.  
各マンガンクラストサンプルの Chao1とサンプリングポイントでの溶存酸素濃度の関係。 
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 Figure 3-14.  
各堆積物サンプルの Chao1とサンプリングポイントでの溶存酸素濃度の関係。 
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 Figure 3-15.  
各海水サンプルの Chao1とサンプリングポイントでの溶存酸素濃度の関係。 
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Figure 3-16. 
Bacteria amoA遺伝子の最尤系統樹。phyML ver. 3.0を用いて作成した (ブートストラップ回数: 100回)。
本研究で検出されたクローンは太字、色付き文字で表した (マンガンクラスト: 赤色、堆積物: 緑色)。各ノ
ードの数字はブートストラップ確率を示している（50以下は表示していない）。系統樹作成には 50配列、398
座位を用いた。 
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Figure 3-17. 
Archaea amoA遺伝子の最尤系統樹。phyML ver. 3.0を用いて作成した (ブートストラップ回数: 100回)。
本研究で検出されたクローンは太字、色付き文字で表した (マンガンクラスト: 赤色、堆積物: 緑色、海水: 青
色)。各ノードの数字はブートストラップ確率を示している（50以下は表示していない）。系統樹作成には 96
配列、521座位を用いた。 
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Figure 3-18.  
定量 PCRによる真正細菌（青）と古細菌（赤）の細胞数の推定結果。細胞数は 16S rRNA遺伝子コピー数
を１ゲノム当たりの平均 16S rRNA遺伝子コピー数で割ることで計算した。エラーバーは標準偏差を示す。 
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 Figure 3-19. 
定量 PCRによる Bacteria amoA（青）と Archaea amoA（赤）のコピー数の推定結果。エラーバーは標準
偏差を示す。海水サンプル（#953Asw、#957Asw）から Bacteria amoAは検出できなかった。 
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Tables 
Table 3-1. 
マンガンクラスト、堆積物、海水の 16S rRNA遺伝子クローンライブラリー解析結果のまとめ。 
Sample ID Location, depth (m) Sample type 
Total clone 
number 
Phylotype 
number Chao1 (95% CI) Shannnon score (95% CI) Coverage (%) 
953Mn 拓洋第５海山, 2991 m Mn crust 104 73 208 (136-363) 4.14 (3.99-4.30) 47 
955Mn 拓洋第５海山, 2209 m Mn crust 77 54 128 (86-228) 3.87 (3.69-4.04) 49 
957Mn05 拓洋第５海山, 1419 m Mn crust 73 50 120 (80-216) 3.70 (3.48-3.92) 48 
957Mn16 拓洋第５海山, 1200 m Mn crust 88 52 108 (75-189) 3.74 (3.56-3.92) 61 
1243Mn 流星海山, 2079 m Mncrust 80 49 244 (121-577) 3.57 (3.34-3.80) 50 
1244Mn 流星海山, 1194 m Mncrust 68 47 126 (79-241) 3.66 (3.45-3.88) 47 
1442Mn 大東海嶺, 1838 m Mncrust 87 59 247 (137-517) 3.84 (3.63-4.04) 45 
1443Mn 古仁屋海山, 1585 m Mncrust 76 56 236 (130-497) 3.84 (3.64-4.05) 38 
1444Mn 大東海嶺, 1461 m Mncrust 93 53 100 (73-165) 3.73 (3.55-3.92) 63 
953Sed 拓洋第５海山, 2991 m Sediment 81 55 109 (79-179) 3.87 (3.70-4.05) 53 
957Sed 拓洋第５海山, 1434 m Sediment 85 65 167 (112-286) 4.08 (3.91-4.24) 41 
1243Sed 流星海山, 2081 m Sediment 86 66 408 (206-904) 3.93 (3.69-4.16) 31 
1244Sed 流星海山, 1525 m Sediment 83 62 173 (113-306) 3.93 (3.73-4.14) 40 
1442Sed 大東海嶺, 1832 m Sediment 81 37 113 (64-250) 2.82 (2.48-3.16) 65 
1444Sed 大東海嶺, 1409 m Sediment 90 63 222 (133-428) 3.94 (3.75-4.13) 43 
953Asw 拓洋第５海山, 2991 m Seawater 106 41 67 (50-114) 3.27 (3.07-3.48) 79 
957Asw 拓洋第５海山, 1434 m Seawater 72 29 60 (38-128) 2.95 (2.71-3.18) 75 
1243Asw 流星海山, 2079 m Seawater 72 18 25 (19-52) 2.21 (1.92-2.49) 89 
1244Asw 流星海山, 1553 m Seawater 67 31 48 (36-87) 3.19 (2.99-3.39) 76 
1442Asw 大東海嶺, 1838 m Seawater 51 36 106 (61-235) 3.46 (3.24-3.67) 47 
1444Asw1 大東海嶺, 1638 m Seawater 77 36 49 (40-80) 3.40 (3.23-3.57) 79 
1444Asw2 大東海嶺, 1460 m Seawater 81 34 63 (43-122) 3.21 (3.01-3.41) 77 
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Table 3-2. 
マンガンクラスト、堆積物、海水の真正細菌の amoA遺伝子クローンライブラリー解析結果のまとめ。 
  
Sample ID Location, depth (m) Sample type 
Total clone 
number 
Phylotype 
number Chao1 (95% CI) 
Shannnon score 
 (95% CI) Coverage (%) 
953Mn 拓洋第５海山, 2991 m Mn crust 28 10 10 (10-14) 2.11 (1.84-2.38) 93 
955Mn 拓洋第５海山, 2209 m Mn crust 33 8 8 (0-8) 1.87 (1.64-2.11) 97 
1243Mn 流星海山, 2079 m Mncrust 45 6 6 (0-6) 1.13 (0.82-1.45) 98 
957Mn05 拓洋第５海山, 1419 m Mn crust 17 9 12 (10-31) 2.02 (1.65-2.38) 71 
957Mn16 拓洋第５海山, 1200 m Mn crust 11 6 7 (6-17) 1.64 (1.21-2.07) 73 
1244Mn 流星海山, 1194 m Mncrust 41 11 14 (11-28) 1.68 (1.30-2.07) 88 
953Sed 拓洋第５海山, 2991 m Sediment 31 10 11 (10-20) 1.72 (1.30-2.14) 87 
957Sed 拓洋第５海山, 1434 m Sediment 28 8 23 (11-76) 1.22 (0.74-1.69) 79 
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Table 3-3. 
マンガンクラスト、堆積物、海水の古細菌の amoA遺伝子クローンライブラリー解析結果のまとめ。 
Sample ID Location, depth (m) Sample type 
Total clone 
number 
Phylotype 
number Chao1 (95% CI) Shannnon score (95% CI) Coverage (%) 
953Mn 拓洋第５海山, 2991 m Mn crust 47 13 14 (13-21) 2.27 (2.04-2.51) 94 
955Mn 拓洋第５海山, 2209 m Mn crust 45 20 23 (21-36) 2.85 (2.65-3.05) 84 
957Mn05 拓洋第５海山, 1419 m Mn crust 32 22 56 (32-136) 2.90 (2.59-3.21) 47 
957Mn16 拓洋第５海山, 1200 m Mn crust 38 24 48 (31-105) 3.02 (2.76-3.28) 58 
953Sed 拓洋第５海山, 2991 m Sediment 42 19 28 (21-56) 2.57 (2.27-2.88) 74 
957Sed 拓洋第５海山, 1434 m Sediment 47 25 78 (42-190) 2.49 (2.06-2.92) 55 
953Asw 拓洋第５海山, 2991 m Seawater 39 26 52 (34-107) 3.11 (2.86-3.36) 54 
957Asw 拓洋第５海山, 1434 m Seawater 43 3 3 (3-3) 1.01 (0.89-1.14) 100 
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第４章 
結論 
  
 本博士論文では拓洋第５海山、流星海山、大東海嶺、古仁屋海山それぞれから採取したマンガンクラストの微生物群
集を解析、比較し、世界ではじめてマンガンクラストの微生物群集の海域あるいは水深ごとの変化について明らかにし
た。本章では、本博士論文の成果について、また今後の展望について述べる。 
 
16S rRNA遺伝子による微生物群集の比較解析 
 拓洋第５海山、流星海山、大東海嶺、古仁屋海山それぞれから採取したマンガンクラスト、堆積物、海水サンプルの
微生物群集を16S rRNA遺伝子をもとに明らかにし、それぞれを比較した。その結果、つぎにあげることが明らかとな
った。 
（１） マンガンクラストの微生物群集は、海水のそれとは大きく異なっていること。 
（２） マンガンクラストと堆積物の微生物群集には明確な差がみられないこと。 
（３） マンガンクラストの微生物群集は水深あるいは海域、溶存酸素濃度ごとでの変化がみられないこと。 
（４） 現場環境の溶存酸素濃度とマンガンクラストの微生物群集の多様性には相関関係があること。 
 
 マンガンクラストと海水の微生物群集組成は明らかに異なっていた。分子系統学的解析の結果、共通する種がほとん
どないことやJackknife clusteringによるクラスター分けでその２者が大きくことなっていたことから、この仮説はサ
ポートされた。これはマンガンクラスト（固形試料）と海水（液体試料）という大きな環境の違いによって微生物群集
に大きな違いが現れたと考えられる。また海水の微生物群集とマンガンクラストのそれが異なるということは、マンガ
ンクラストから検出された微生物が海水からの混入でないことを示している。 
 その一方で堆積物とマンガンクラストの微生物群集を同様に分子系統学的解析により比較したところ、その２者には
明確な差がみられなかった。現場の環境ではマンガンクラストと堆積物は隣り合って存在している。つまりマンガンク
ラスト、堆積物の２つで１つのような環境になったため、それぞれの微生物群集の差が小さくなったと考えられる。 
 サンプルの種類以外の環境要因により微生物群集が変化しているかもしれないと考え、水深、海域、溶存酸素濃度に
着目したが、Jackknife clustering によるクラスター分けでこれらの要因による違いは見られなかった。これは本研究
での解析の解像度が不足しているためである可能性も示すが、これらの要因は微生物群集にそれほど大きな影響を持っ
ていないことを意味している。 
 また現場環境の溶存酸素濃度とマンガンクラストの微生物群集の多様性には相関関係がみられた。これは酸素濃度が
高くなるとアンモニア酸化が起きやすくなり、（それをエネルギー源とする）アンモニア酸化菌による一次生産が大きく
なる。これによって生産された有機物をエネルギー源とする従属栄養性細菌の種類が増えたために微生物群集の多様性
が比例して増えたのだと考えられる。 
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マンガンクラスト、微生物生態系のアンモニア酸化菌の性質、役割について 
 16S rRNA遺伝子とamoA遺伝子の系統解析によりマンガンクラストにはアンモニア酸化古細菌であるMarine 
Group Iとアンモニア酸化真正細菌であるNitrosospiraが存在することが示された。これらMarine Group Iと
Nitrosospiraは炭素固定可能な独立栄養性菌が含まれる (Watson et al., 1971; Könneke et al., 2005)。また16S rRNA
遺伝子とamoA遺伝子の定量PCRにより、アンモニア酸化真正細菌は真正細菌の1 ~14 %、アンモニア酸化古細菌は
古細菌の2 ~78 %を占めることが示された。その存在比率の高さからマンガンクラストの微生物生態系においてアンモ
ニア酸化菌が炭素固定を行ない、一次生産者としての役割を担っていることが示唆された。 
 
検出されたArchaeaの系統について 
 マンガンクラスト、堆積物の16S rRNA遺伝子クローンライブラリー中のArchaeaに属するクローンはほとんどが
Thaumarchaeotaに属するクローンであった。その他にはEuryarchaeotaに属するクローンが検出された。これらの
クローンはMethanococci、Methanobacteria、Archaeoglobiとの相同性が74 ~88 %であった。このことからマンガン
クラストには新規のEuryarchaeotaが存在することが示唆された。 
 また16S rRNA遺伝子のGC含量とその生物の至適生育温度には相関関係があることが知られている(Galtier and 
Lobry, 1997)。そこでこれらEuryarchaeaと考えられる16S rRNA遺伝子のGC含量（49 ~59 %）から至適生育温度
を推定すると、10 ~20 ℃程度と推定される。したがってこれらの新規のEuryarchaeotaは好冷菌もしくは常温菌であ
ると考えられる。 
 
マンガン酸化菌、鉄酸化菌について 
 16S rRNA遺伝子の系統解析を行なった結果、マンガンクラスト、堆積物からは既知のマンガン酸化菌、鉄酸化菌は
検出されなかった。しかし、海水からはBacillusに属するクローンが検出された。BacillusにはBacillus sp. strain SG-1
というマンガン酸化菌が知られている (Bargar et al., 2005)。しかしBacillusにもさまざまな種がいるため、本当にマ
ンガン酸化能を持っているのかは不明である。またマンガンクラスト、堆積物からマンガン酸化菌や鉄酸化菌に近縁な
16S rRNA遺伝子配列が検出されなかったということは、マンガンクラスト、堆積物にそれらの菌が存在しないという
ことではない。 
 また菌類によるマンガン酸化が知られており(Tebo et al., 2005)、海洋においてもそのようなマンガン酸化菌が発見さ
れている。その一部ではその分子生物学的な解析も行なわれている(Miyata et al., 2004)。したがって原核生物だけでな
く、菌類もマンガン酸化によりマンガンクラスト形成に関与している可能性がある。よって今後はマンガン酸化機能遺
伝子、菌類をターゲットとした解析を行なう必要がある。 
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アンモニア酸化菌の分離培養結果、今後の展望について 
 アンモニア酸化菌の培養にとりくんだが目的のMarine Group IやNitrosospiraを培養することはできなかった。ア
ンモニア濃度の低下と顕微鏡観察によりなんらかの微生物の生育は確認できたが、16S rRNA遺伝子により確認したと
ころ、Pseudoalteromonasなどの従属栄養性細菌だった。これは培地中に含まれるわずかな有機物を拾って生育したた
めであると考えられる。 
 またアンモニア酸化菌の成長も遅いため (例えばNitrosopumilus maritimus SCM1: 21 h, Könneke et al., 2005)、比
較的成長の早い従属栄養性細菌が優占したと考えられる。Marine Group I の培養株は N. maritimus SCM1 と
Cenarchaeum symbiosumの２つのみであり (Könneke et al., 2005; Preston et al., 1996)、その培養は非常に難しいと
予想される。今後は培地に抗生物質を添加する、培養方法を検討するなどしてアンモニア酸化菌の培養を目指したい。 
 
今後の展望：遺伝子解析手法について 
 本研究では 16S rRNA（amoA遺伝子）のクローンライブラリーを作製し、サンガー法により塩基配列を決定した。
近年ではパイロシークエンサーを用いた大規模配列解析が行なわれている (Tully and Heidelberg, 2013; Qin et al., 
2010)。大量の情報を得られるという点でメリットがある方法ではあるが、機能不明な遺伝子や16S rRNA遺伝子と紐
付けできない遺伝子情報が多いという点、また16S rRNA遺伝子のターゲットシークエンスでは単に情報量が増えるだ
けで有用な情報が得られるか不明という点においてデメリットも多い。そこでその欠点を補う方法として、トランスク
リプトーム解析を行なうことを考えている。 
 トランスクリプトーム解析でも機能不明な遺伝子情報があるという点ではメタゲノム解析と同様であるが、マンガン
クラストの微生物生態系で発現している遺伝子を捕らえることができるという点において大きなメリットがあると考え
られる。 
 
まとめ 
 本研究はこれまで非常に限られていた海洋性のマンガンクラストの微生物群集についての情報（微生物群集組成、海
域や水深ごとの分布、存在量またその代謝機能）を明らかにした。本研究ではマンガンクラスト形成と微生物との関係
性は明らかにはできなかったが、その他のマンガンクラスト生態系における一次生産者や周辺サンプルとの関係を明ら
かにした点で今後のマンガンクラストの微生物生態学に重要な情報を提供できたと考える。 
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